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1 UVOD 
 
Raziskovanje matičnih celic je v zadnjih letih pritegnilo veliko raziskovalcev, saj njihova 
edinstvena biologija skriva še mnogo nerešenih vprašanj in potencialnih možnosti uporabe. 
Napredek in raziskave v embriologiji, hematologiji, nevrobiologiji, kot tudi v drugih 
sorodnih disciplinah, se osredotočajo na izolacijo in karakterizacijo matičnih celic 
(Marshak in sod., 2001).  
 
Še nedavno nazaj je veljalo splošno prepričanje, da celice v telesu odmrejo v nekaj urah po 
sami smrti organizma. V zadnjih letih pa je vedno več raziskav, ki kažejo na to, da lahko 
nekatere celice po smrti preživijo od nekaj ur pa celo do več dni. Večina teh rezultatov 
navaja, da so te celice matične. Mnoge matične celice, ki izhajajo iz kadavra predstavljajo 
nov in velik vir teh celic in imajo potencial za številne raziskave, predvsem kadar je 
pridobivanje teh celic iz živega organizma zahtevno, nadalje pa predstavljajo tudi možnost 
uporabe v regenerativni medicini. Ker je področje uporabe posmrtnega tkiva zelo slabo 
raziskano, bo potrebnih še veliko raziskav, da ugotovimo kako se celice iz določenih tkiv 
obnašajo daljše obdobje po smrti, koliko časa so sposobne preživeti, kakšen je njihov 
razvojni potencial ter možnost in varnost uporabe v regenerativni medicini. 
 
 
1.1 CILJI NALOGE 
 
Cilj naše naloge je ugotoviti, koliko časa po smrti še preživijo celice v različnih tkivih, 
kako na njihovo preživetje vpliva temperatura in način shranitve tkiva oziroma trupla in pa 
sama karakterizacija celic. 
 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Glede na predhodne rezultate iz pilotne raziskave in na rezultate, ki jih lahko najdemo v 
literaturi, smo si zastavili naslednje hipoteze: 
a. v nasprotju z obstoječimi hipotezami, celice v različnih tkivih preživijo več dni po 
smrti 
b. na preživetje celic v tkivu po smrti vpliva temperatura shranitve trupla oziroma 
tkiva 
c.  celice, ki preživijo več dni po smrti, so podobne matičnim celicam. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 CELICA 
 
Celica je osnovna enota življenja. Vse celice, ki sestavljajo nek organizem si delijo enak 
genski zapis v jedru. Vendar pa si vse celice niso enake, organizirane so v skupine, ki so 
specializirane za določeno funkcijo v nekem tkivu (Bolsover in sod., 2004). Da lahko 
opravljajo tako pomembne procese kot so rast, popravilo in razmnoževanje, pa morajo 
pridobiti energijo iz zunanjih virov (Stansfield in sod., 2003). Deoksiribonukleinske kisline 
nosijo genetsko informacijo zapisano s sekvenco štirih baz. Informacija v DNK je 
prenesena v hčerinske molekule s pomočjo podvojitve in kasnejše celične delitve. DNK 
koda je prenesena v RNK s procesom transkripcije, RNK zapis je pa nato preveden v 
sekvenco amino kislin tekom tvorbe proteinov (Bolsover in sod., 2004). 
 
 
2.1.1 Celični cikel 
 
Za celični cikel je potrebna serija makromolekularnih dogodkov v pravilnem vrstnem redu, 
ki vodijo do celične delitve in produkcije dveh hčerinskih celic, ki sta identični materinski 
celici (Lodish in sod., 2003). Trajanje celičnega cikla variira od 2-3 ur pri enoceličnih 
organizmih, pa do 24 ur pri človeških celicah, gojenih v celičnih kulturah.  Med tem časom 
celica podvoji svojo maso, genom in organele in le-te razdeli med dve novi hčerinski 
celici. Ti dogodki morajo biti izpeljani z veliko natančnostjo in v pravilnem vrstnem redu, 
za kar imajo celice ustrezne nadzorne sisteme (Bolsover in sod., 2004). Pri sesalcih je 
celični cikel sestavljen iz petih ločenih faz: tri vmesne faze G0, G1 in G2; S-faza in M-
faza. V G0 fazi je celica v stanju mirovanja, v G1 in G2 fazi pride do sinteze RNK in 
proteinov, v S-fazi se pomnoži DNK, v M-fazi pa pride do mitoze in citokineze. Nekatere 
celice v telesu ostanejo v stanju mirovanja celo življenjsko obdobje in ne gredo v cikel 
celične delitve. Lahko pa stimulacija celic z zunanjimi faktorji, kot so mitogeni, 
povzročijo, da mirujoče celice vstopijo v celični cikel in pride do njihove delitve. Vezava 
rastnega faktorja na njegov receptor na površju celice, lahko povzroči mnogo signalnih 
poti. Napredovanje iz ene faze celičnega cikla v drugo je pod natančno kontrolo različnih 
molekul celičnega cikla, kot so ciklini, od ciklinov odvisne kinaze in zaviralci od ciklinov 
odvisnih kinaz, kateri pa so regulirani prek fosforilacije in defosforilacije (Harper in 
Brooks, 2005). 
 
Celična smrt je temeljni proces, ki je nujen za odstranitev neželenih ali potencialno 
nevarnih celic ter s tem za preživetje in homeostazo večceličnih organizmov. Glede na 
morfologijo umirajočih celic, je bila celična smrt razdeljena v dve glavni kategoriji: 
apoptoza in nekroza (Fuchslocher Chico in sod., 2017).  
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2.1.2 Apoptoza 
 
Apoptoza (grško »odpadanje listov z drevesa«) je proces programirane celične smrti, 
katera vključuje aktivacijo klasične kaskade kaspaz. Do aktivacije apoptoze lahko pride 
preko treh poti: 
 ekstrinzična pot, ki je posredovana z aktivacijo receptorja smrti (kot sta Fas in 
TNF-α) in vodi do aktivacije kaspaze 8 ali kaspaze 10, 
 intrinzična pot je povezana z mitohondrijsko sprostitvijo citokroma c in produkcijo 
aktivne kaspaze 9 ter apoptoza-induciranega faktorja (AIF), 
 prek endoplazemskega retikuluma posredovan mehanizem, katerega rezultat je 
aktivacija kaspaze 9 (Su in sod., 2016). 
 
Kaspazna aktivacija prisili celice v eno od dveh poti: pot receptorja smrti ali 
mitohondrijska pot. 
 
  
2.1.3 Nekroza 
 
V nasprotju z apoptozo, je bila nekroza tradicionalno definirana kot »naključna« celična 
smrt, ki jo povzročajo ekstremne mikro-okoljske razmere (Fuchslocher Chico in sod., 
2017). Najbolje jo lahko definiramo pod svetlobnim ali elektronskim mikroskopom, kjer se 
opazi nabrekanje celice in organelov ter poškodbe površja membrane z razlitjem 
znotrajcelične vsebine. Poškodbe membran organelov omogočijo proteolitičnim encimom, 
da pobegnejo iz lizosomov v citosol in povzročijo razpad celice. Nekroza je običajno 
rezultat metabolnih napak, ki sovpada s hitrim izčrpavanjem ATP (Hotchkiss in sod., 
2009). Posledica tega, da so vsa opazovanja celične smrti z morfologijo nekroze veljala za 
naključna, se odraža v pomanjkanju znanja fiziološke pomembnosti tega pojava. Koncept, 
da apoptoza predstavlja edino obliko regulirane celične smrti je bil ovržen, ko je bil odkrit 
še cel krog drugih oblik regulirane celične smrti, kot so nekroptoza, feroptoza, andoksitoza, 
piroptoza, pironekroza… Izraz nekroptoza opisuje ne-apoptotičen način celične smrti, ki jo 
sprožijo TNF-R1 in ostali receptorji smrti (Fuchslocher Chico in sod., 2017). 
 
 
2.2 SMRT ORGANIZMA 
 
Analize fenomena programirane smrti od mitohondrijev do celotnega organizma kažejo, da 
so programi smrti vgrajeni v različne nivoje organizacije živih sistemov. Taki programi 
izvajajo zelo pomembne funkcije, kot so čiščenje oz. odstranitev: 
 poškodovanih ali neželenih organelov iz celic 
 neželenih celic iz tkiv 
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 organov (ki se prehodno pojavijo v času razvoja) iz organizma 
 neželenih osebkov iz skupnosti. 
 
Obramba proti reaktivnim kisikovim spojinam (ROS) je verjetno ena od primarnih 
evolucijskih funkcij mehanizmov programirane smrti. ROS naj bi igrale glavno vlogo pri 
smrti mitohondrijev, celic in organizma (Skulachev, 2001).  
 
 
2.2.1 Celice po smrti organizma 
 
Različna tkiva po smrti organizma (post-mortem) predstavljajo potencialno velik vir 
progenitornih celic za uporabo v bazičnih raziskavah kot tudi v terapevtskih aplikacijah. V 
zadnjih letih narašča zanimanje za to področje. Večina študij se nanaša na različne metode 
za preučevanje genske dinamike v različnih tkivih, ki so bila pridobljena v različnih 
časovnih intervalih po smrti, ter na samo stabilnost RNK v določenih tkivih. Dosti manjše 
število raziskav pa se nanaša na samo pridobitev in gojenje celic po smrti organizma, kar 
prikazuje Preglednica 1. 
 
Preglednica 1: Pregled objav z izolacijo celic iz tkiva po smrti organizma. 
Čas po smrti pomeni v kolikšnem času po smrti so uspeli pridobiti celice in je predstavljen v urah (h) oz. 
dnevih (d). 
Vir Naslov članka Tkivo 
Čas po 
smrti [h/d] 
Carter in 
sod., 2007 
The effect of postmortem time, donor age and sex on the 
generation of neurospheres from adult human retina 
očesno 48 h 
Hasegawa in 
sod., 2009 
Caspase inhibitors increase the rate of recovery of neural 
stem/ progenitor cells from post-mortem rat brains stored 
at room temperature 
možgansko 6 d 
Erker in 
sod., 2010 
Therapeutic liver reconstitution with murine cells 
isolated long after death 
jetrno 27 h 
Marfia in 
sod., 2011 
Adult neural precursors isolated from post mortem brain 
yield mostly neurons: An erythropoetin-dependent 
proces 
možgansko 16 h 
Latil in sod., 
2012 
Skeletal muscle stem cells adopt a dormant cell state post 
mortem and retain regenerative capacity 
mišično 17 d 
Shikh 
Alsook in 
sod., 2015 
Tissues from equine cadaver ligaments up to 72 hours of 
post-mortem: a promising reservoir of stem cells 
vezivno tkivo 72 h 
Aoued in 
Singh, 2015 
Recovery of fibroblast-like cells after 160 days of 
postmortem storage of goat skin tissues in refrigerated 
media 
kožno tkivo 160 d 
Walcott  
in Singh, 
2017 
Recovery of proliferative cells up to 15- and 49-day 
postmortem from bovine skin stored at 25°C and 
4°C, respectively 
kožno tkivo 49 d 
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Veliko vemo o celicah in izražanju genov tekom življenja, le malo pa, kaj se zgodi z njimi 
po smrti organizma. Namreč bilo je splošno sprejeto dejstvo, da celice odmrejo v nekaj 
urah po smrti organizma. Več študij pa je že dokazalo, da temu ni tako in da so določene 
celice sposobne preživeti veliko daljše časovno obdobje. Zato narašča zanimanje za 
raziskave po smrti, saj pridobitev viabilnih celic iz posmrtnega tkiva predstavlja 
potencialno nov vir celic za celično terapijo. Namreč potreba po organih je velika, 
darovalcev organov pa bistveno premalo in pri nekaterih bolezenskih stanjih bi lahko 
celice iz dlje časa mrtvega darovalca uporabili za zdravljenje. Prav o taki uporabi jetrnih 
celic poročajo Erker in sod. (2010), kjer so preverili možnost izolacije viabilnih 
hepatocitov iz mišjih kadavrov in nato še njihovo uspešno presaditev v modelni organizem. 
Prišli so do zaključka, da mišji hepatociti ohranijo potencial za ponovno nasaditev in 
razrast do 27 ur po smrti organizma.  
 
Čas, po katerem je še možno pridobiti žive celice po smrti organizma, je različen. Različne 
študije navajajo različne čase, ti pa so odvisni predvsem od organizma, tkiva, rastnih 
pogojev in pogojev shranjevanja tkiva. Tako enega izmed najdaljših časov navajata Aoued 
in Singh (2015), kjer jima je uspelo pridobiti fibroblastom podobne celice iz kozjega 
kožnega tkiva kar 160 dni po smrti. Tkivo je bilo shranjeno na 4°C. Medtem pa Latil in 
sod. (2012) kot najdaljši čas preživetja človeških mišičnih matičnih celic navajajo 17 dni 
po smrti, in 14 dni po smrti pri mišičnem tkivu miši. Veljalo je dejstvo, da matične celice 
izgubijo potencial za eksperimentalne in klinične namene od 24 do 48 ur po smrti v 
nekrotičnem okolju kadavra. Ti rezultati pa kažejo na to, da pomanjkanje kisika in hranil 
ter prisotnost obsežne nekroze sproži v matičnih celicah celični odgovor, ki povzroči, da 
le-te padejo v globoko stanje mirovanja ali dormance. O podobnem rezultatu poročajo tudi 
Marfia in sod. (2011), da izpostavljenost nefiziološkim pogojem, kakšen je ishemični 
stimulus, drastično izboljša živčno in oligodendroglialno diferenciacijo.  
 
Zelo pomembno vlogo na pridobitev živih celic ima temperatura shranjevanja trupla oz. 
tkiva. Walcott in Singh (2017) sta spremljala rast celic iz govejega kožnega tkiva. Uspelo 
jima je pridobiti celice po 15 dneh iz posmrtnega tkiva, ki je bilo shranjeno na sobni 
temperaturi in kar 49 dni po smrti, če je bilo tkivo shranjeno na 4°C. Hasegawa in sod. 
(2009) so prišli do ugotovitev, da do 6 ur po smrti ni razlike v oblikovanju nevrosfer, če je 
bilo podganje tkivo shranjeno pri 4 ali 15°C, pri 25°C, pa je bila aktivnost oblikovanja 
nevrosfer zmanjšana. 24 ur po smrti pri temperaturi 15°C je bila aktivnost tvorbe 
zmanjšana za 90 %, po 48 urah pa je ostalo le še 3 % začetne aktivnosti oblikovanja 
nevrosfer medtem, ko je pri 25°C ni bilo več. Živčne matične celice naj bi bile metabolno 
neaktivne celice, ki lahko prenesejo hipoksične pogoje in to je verjetno eden izmed 
razlogov, da so uspeli pridobiti živčne matične oz. progenitorne celice iz posmrtnega 
možganskega tkiva shranjenega pri sobni temperaturi po več dneh. Avtorji sklepajo, da je 
metabolna inaktivacija skupna značilnost telesnih matičnih celic, zato je možno, da tako 
živčne matične celice, kot tudi druge lahko preživijo v mrtvem tkivu relativno dolgo. Tudi 
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Erker in sod. (2010) ter Marfia in sod. (2011) so v svoje raziskave vključili opazovanje 
vpliva temperature in prav tako prišli do zaključka, da ima višja temperatura shranjevanja 
tkiva negativen vpliv na pridobitev celic. 
 
Carter in sod. (2007) pa so poleg posmrtnega časa preverili še vpliv starosti in spola 
darovalca na pridobitev celic iz človeškega tkiva retine, pridobljenega po smrti. V 
njihovem primeru ni bilo razlik v tvorbi nevrosfer glede na spol, kot tudi starost darovalca 
ni imela bistvenega vpliva. Tudi shranitev celega trupla in kasnejši odvzem tkiva ali 
izolacija in shranitev tkiva data skoraj enako stopnjo pridobitve celic iz posmrtnega 
možganskega tkiva (Hasegawa in sod., 2009). 
 
V času življenja tako genetski kot epigenetski mehanizmi preko množice različnih 
povratnih zvez natančno usklajujeta izražanje tisoče genov hkrati. Veliko vemo o izražanju 
genov tekom življenja, le malo pa o tem, kaj se zgodi po smrti organizma. Ni znano, ali se 
izražanje genov po smrti postopoma zmanjšuje ali se nenadoma ustavi in pa, če so 
specifični geni in poti vključene v ta proces. V eni izmed takih študij kjer se ne 
osredotočajo na pridobitev celic po smrti, ampak spremljajo dinamiko prepisovanja genov 
v različnih tkivih v različnih časih po smrti organizma so sodelovali tudi Pozhitkov in sod. 
(2017). Le-ti navajajo, da je prisotnost večjega števila kopij določene mRNK odvisna od 
organizma, organa in časa po smrti, ko je bilo tkivo odvzeto. Prišli so do ugotovitev, da 
mRNK transkripti, katerih število je povečano v primerjavi z živimi kontrolami, spadajo v 
funkcionalne skupine genov, ki so povezani s stresom, imunskim odzivom, vnetjem, 
apoptozo, rakom, epigenetsko regulacijo in embrionalnim razvojem. 
 
 
2.3 MATIČNE CELICE 
 
V zadnjih letih prejšnjega stoletja so raziskovalci prišli do spoznanja, da nekatere celice v 
telesu sodelujejo pri oblikovanju novih celic, ki nadomestijo poškodovane, stare ali 
okužene celice v tkivih in organih (Howell in Yoder, 2003).  Matične celice, ne glede na to 
ali se nahajajo v telesu ali v laboratoriju, so definirane z dvema glavnima lastnostma: lahko 
se samo-obnavljajo (po delitvi so hčerinske celice identične materinski) in diferencirajo 
(producirajo specializirane celične tipe, ki opravljajo določene funkcije v telesu). V 
glavnem lahko matične celice razdelimo v tri kategorije: 
 totipotentne 
 pluripotentne  
 multipotentne 
 
Totipotentne celice definira njihova sposobnost diferenciacije v vse celične tipe, ki 
sestavljajo organizem, vključno s placento, spolnimi celicami in rumenjakovo vrečko. Zato 
le oplojeno jajčece in zigota v prvih fazah razvoja spadata v to kategorijo.  
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Pluripotentne matične celice so sposobne diferenciacije v mnoga različna tkiva, ki imajo 
različen embrionalni izvor (endoderm, ektoderm in mezoderm) in vključujejo tako celice 
epiblasta,  kot embrionalne matične celice, vendar pa se te celice ne morejo razviti v prav 
vsa različna tkiva, tako da iz njih ne bi mogli ustvariti novega organizma.  
Multipotentne matične celice so opisane kot matične celice, ki so sposobne diferenciacije v 
specializirane celice določenega organa ali sistema z omejenimi možnostmi, v katere tipe 
celic se lahko diferencirajo (Howell in Yoder, 2003). 
 
Glede na njihov izvor, pa ločimo matične celice iz zarodka, ploda, popkovnice in iz 
odraslega tkiva. Odrasle matične celice so vse matične celice, pridobljene iz odraslih tkiv. 
Večina odraslih matičnih celic je linijsko omejenih (multipotentnih) glede na tkivo iz 
katerega izhajajo (endotelne, mezenhimske…) (Bieniasz in sod., 2014). Tkivne ali odrasle 
matične celice lahko najdemo po celotnem telesu, kjer je njihova funkcija ohranjanje 
organa ali tkiva, v katerem se nahajajo skozi življenjsko dobo. Pod normalnimi 
fiziološkimi pogoji vsak tip odraslih matičnih celic proizvaja le celice organa ali tkivnega 
sistema v katerem se nahaja. Izjema so le mezenhimske matične celice, katere lahko 
proizvajajo celice kosti, hrustanca in mišic (Stem cell research, 2013). 
 
Terapevtska uporaba odraslih matičnih celic ni etično sporna, kakor uporaba embrionalnih 
matičnih celic, saj ni potrebno uničenje zarodka. Odrasle matične celice vključujejo: 
hematopoetske, mezenhimske in epidermalne matične celice, matične celice jeter, črevesja, 
trebušne slinavke, kosti in hrustanca ter očesne in živčne matične celice (Bieniasz in sod., 
2014).  
 
 
2.3.1 Hipoksija 
 
Zaznavanje kisika je ključno za preživetje celic in za organizem, da se prilagodi 
spremembam v okolju ali fiziološkim razmeram. Kisik je nujen za preživetje skoraj vseh 
živalskih vrst. Poleg njegove ključne vloge v produkciji ATP v procesu oksidativne 
fosforilacije, se uporablja tudi v metabolizmu številnih endogenih in eksogenih spojin, kot 
tudi pri tvorbi esencialnih proteinov, kot je na primer kolagen. Hipoksija je definirana kot 
nezadostna oskrba celic in tkiv s kisikom. Lahko jo povzroči bodisi zmanjšana oskrba s 
kisikom, bodisi povečana poraba kisika. Z medicinskega vidika je hipoksija pomembna 
patofiziološka komponenta mnogih kardiovaskularnih, hematoloških in pulmunarnih 
motenj ter tumorske rasti. Celični odgovori na hipoksijo vključujejo spodbuditev 
prepisovanja cele mreže tarčnih genov in ta proces je koordiniran s hipoksijsko-
inducibilnimi transkripcijskimi faktorji (HIF) (Kanopka, 2017).  HIF-1 je sestavljen iz 
dveh podenot, s kisikom regulirana HIF-1α podenota in od kisika neodvisna HIF-1β. Pod 
hipoksičnimi pogoji podenoti dimerizirata in migrirata v jedro. To sproži izražanje 
številnih tarčnih genov, kot so eritropoetin, vaskularni endotelni rastni faktor, tirozin 
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hidroksilaza in Oct4, kateri delujejo kot regulatorji celične proliferacije in diferenciacije 
(Marfia in sod., 2011). 
 
 
2.3.1.1 Niše matičnih celic 
 
Matične celice, kot tudi multipotentne progenitorne in spolne celice imajo nahajališča v 
kompleksnih mikrookoljih ali tako imenovanih nišah. Številne študije so pokazale, da naj 
bi nivo kisika močno vplival na niše matičnih celic, ter tako spodbujal diferenciacijo 
določenih tipov matičnih ali progenitornih celic in medtem zaviral diferenciacijo ostalih. 
Dokazana je bila jasna povezava med hipoksijo, HIF in molekulami, ki so ključne za 
regulacijo diferenciacije matičnih oz. progenitornih celic, vključno z Notch, β-catenin, 
Oct4 in Myc (M. Celeste in Keith, 2008). 
 
Zaenkrat je znano, da se niše matičnih celic nahajajo v različnih tkivih, kot so kostni 
mozeg, kri, jetra, trebušna slinavka, možgani, koža, gastrointestinalni trakt, skeletne 
mišice, oko in zobna pulpa (Bieniasz in sod., 2014). 
 
 
2.4 IZRAŽANJE GENOV 
 
Nukleinske kisline igrajo osrednjo vlogo pri shranjevanju in izražanju (ekspresiji) genske 
informacije. Razdeljene so v dve glavni skupini: deoksiribonukleinske kisline (DNK), ki 
imajo funkcijo izključno v shranitvi informacij, medtem ko so ribonukleinske kisline 
(RNK) vpletene v večino korakov genske ekspresije in biosinteze proteinov (Koolman in 
Roehm, 2005). Prenos genske informacije iz nivoja zaporedja nukleinske kisline gena na 
nivo amino kislinske sekvence proteina ali nukleotidne sekvence RNK se imenuje gensko 
izražanje. Celoten proces izražanja genov pri evkariontih vključuje naslednje korake: 
 prepis: tvorba primarnega transkripta (pre-mRNK) 
 pretvorba primarnega transkripta v zrelo mRNK 
 translacija: tvorba proteina na ribosomu. 
 
Izražanje genov sledi tkivno- in celično-specifičnemu vzorcu, kateri določa funkcijo in 
morfologijo celice. Prav tako so dogodki v razvoju in diferenciaciji določeni z različnimi 
vzorci izražanja genov. Regulacija izražanja genov tako igra osrednjo vlogo v razvoju in 
funkciji organizma. Zaradi mnogih posameznih procesov, ki so vključeni v gensko 
izražanje, obstaja mnogo potencialnih regulatornih mest (Krauss, 2003). 
 
Obstaja mnogo tehnologij, ki so uporabne za analizo nivoja izražanja mRNK, kot so 
prenos northern, obratna transkripcija in verižna reakcija s polimerazo (RT-PCR), mikro- 
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in makromreže, serijska analiza genske ekspresije (SAGE)… Glede na to kakšen vzorec 
imamo in kaj želimo preučiti, izberemo najbolj optimalno metodo (Fryer in sod., 2002). 
 
 
2.4.1 RT-qPCR 
 
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (real-time PCR, kvantitativni PCR, qPCR) je 
bila prvič predstavljena leta 1992 in od takrat je njena uporaba le strmo naraščala. qPCR 
omogoča natančno kvantifikacijo specifičnih nukleinskih kislin v kompleksni mešanici, 
četudi je količina začetnega materiala v zelo nizki koncentraciji. To je možno zaradi 
spremljanja pomnožitve tarčne sekvence v realnem času z uporabo fluorescentne 
tehnologije. Kakor hitro pomnožena tarča doseže nivo praga detekcije, korelira z začetno 
količino tarčne sekvence. Najpogostejša uporaba te tehnologije za preučevanje nivoja 
izražanja genov je skupaj s postopkom reverzne ali obratne transkripcije (RT). S 
kombinacijo teh dveh tehnologij (RT-qPCR) lahko merimo nivo RNK transkripta v 
kvantitativni obliki (Fraga in sod., 2008). 
 
 
2.4.1.1 Reverzna transkripcija (RT) 
 
Po sami izolaciji RNK iz tkiva ali celic, je najprej potrebno RNK transkript prepisati v 
komplementarno DNK (cDNK), da bi lahko ocenili ekspresijo nekega gena. Proces 
obratnega prepisa poteka s pomočjo encima reverzna transkriptaza. Oligonukleotidni 
začetniki, ki se lahko uporabijo v procesu reverzne transkripcije (RT) so lahko oligo (dT), 
naključni (random) oligonukleotidi ali sekvenčno specifični oligonukleotidi (Adrover in 
sod., 2010). 
 
 
2.4.1.2 PCR v realnem času (qPCR) 
 
PCR teoretično pomnoži DNK eksponentno, v vsakem pomnoževalnem ciklu podvoji 
število tarčnih molekul. Pri verižni reakciji s polimerazo v realnem času je količina DNK 
merjena po vsakem ciklu prek fluorescentnih barvil, katerih naraščajoči fluorescenčni 
signal je v enakem razmerju z nastalimi PCR produkti. Podatki zbrani v eksponentni fazi 
reakcije dajo kvantitativno informacijo o začetni količini pomnoževane tarče. Pri qPCR se 
uporabljata dve vrsti fluorescenčnih barvil: 
 interkalarna barvila: z vezavo v dvovijačno DNK se spremeni njihova struktura in 
povzroči večjo fluorescenco (npr. SYBR® Green), 
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 hidrolizne sonde: na 5' koncu sonde je fluorescenčni reporter, na 3' koncu pa 
dušilec; pri pomnoževanju se sonda cepi; ko sta reporter in dušilec dovolj narazen, 
pride do naraščanja signala fluorescence (npr. TaqMan®). 
 
Sprememba v fluorescenci med reakcijo je merjena z instrumentom, ki združuje izvedbo 
toplotnih ciklov z merjenjem fluorescence. Kvantifikacija je možna zaradi merjenja 
pomnoženega produkta na vsaki stopnji tekom PCR cikla. Če določena sekvenca (DNK ali 
RNK) prevladuje v vzorcu, je pomnožitev opažena v zgodnejših ciklih; če pa je sekvenca v 
majhni količini, je pomnožitev vidna v kasnejših ciklih (Real-time PCR Handbook). 
 
V vsakem ciklu qPCR so trije glavni koraki. Reakcija običajno teče 40 ciklov:  
 Denaturacija: Inkubacija pri visoki temperaturi povzroči, da dvojnovijačna DNK 
(dsDNK) izgubi sekundarno strukturo in nastane enovijačna DNK (ssDNK). 
Uporablja se najvišja temperatura, pri kateri je DNK-polimeraza še aktivna, 
največkrat je to 95°C.  
 Prileganje: Med prileganjem lahko komplementarne sekvence hibridizirajo. 
Primerna temperatura temelji na preračunani temperaturi taljenja (Tm) 
oligonukleotidnih začetnikov (50-64°C). 
 Polimerizacija: Poteka pri 70-72°C, kjer je aktivnost DNK-polimeraze najbolj 
optimalna za sintezo komplementarne verige (Real-time PCR Handbook). 
 
PCR v realnem času lahko razdelimo v štiri glavne faze (Slika 1): 
1. Faza bazne linije: Običajno poteka prvih 10 do 15 ciklov. Verižna reakcija s 
polimerazo se komaj začenja in emisija fluorescence je še manjša od ozadja. V 
tem času je izračunana fluorescenca bazne linije.   
2. Eksponentna faza: Količina fluorescence doseže prag detekcije, kjer je bistveno 
višja od ozadja. Cikel, pri katerem se to zgodi, se imenuje pražni cikel (Ct, angl. 
threshold cycle). Ct-vrednost predstavlja začetno število kopij v originalnem 
vzorcu in se uporablja za izračun eksperimentalnih vrednosti.  
3. Linearna faza: PCR reakcija doseže optimalne pogoje za pomnoževanje in v 
vsakem ciklu podvoji PCR produkt v idealnih reakcijskih pogojih. 
4. Plato faza: Do te faze pride, ko reakcijskih komponent začne primanjkovati in 
intenziteta fluorescence ni več uporabna za izračun rezultatov (Wong in 
Medrano, 2005). 
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Slika 1: Običajna krivulja pomnoževanja DNK z metodo qPCR (Bio-Rad, 2017). 
 
 
2.4.2 PCR-mreže 
 
V zadnjih nekaj letih so se na trgu pojavile PCR-mreže z visoko zmogljivostjo genskega 
profiliranja. Te mreže odlikuje preprosta uporaba, zanesljivost in ponovljivost RT-qPCR 
metode za hkratno pregledovanje velikega števila genov. Na ta način so zanimiva 
alternativa mikromrežam in metodam nove generacije sekveniranja (NGS). Trenutno pa je 
njihova uporaba omejena le na nekatere najbolj razširjene raziskovalne vrste (Veselenak in 
sod., 2015).  
 
 
2.4.2.1 RT² Profiler™ PCR-mreže  
 
Vsaka RT2 Profiler™ PCR-mreža proizvajalca Qiagen je plošča s 96 luknjicami, ki vsebuje 
set gensko specifičnih oligonukleotidnih začetnikov za skupino dobro raziskanih 84 
relevantnih genov v neki molekulski poti ali v povezavi z neko boleznijo. Poleg tega pa 
vsaka plošča vsebuje še pet vzdrževalnih genov (angl. housekeeping genes), tri pozitivne 
PCR kontrole, tri kontrole reverzne transkripcije ter kontrolo za detekcijo kontaminacije z 
mišjo genomsko DNK. Tako set oligonukleotidnih začetnikov, kot tudi osnovna PCR zmes 
(mastermix) so optimizirani za SYBR®Green detekcijo v realnem času. Na ta način 
zagotavljajo PCR-mrežam visoko občutljivost, širok linearni dinamični razpon in 
fleksibilnost za uporabo v skoraj vseh instrumentih (Quellhorst in sod.). 
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2.4.2.1.1 PCR-mreža za identifikacijo mišje celične linije 
 
PCR-mreža »Mouse Cell Lineage Identification RT² Profiler™ PCR Array« omogoča 
določanje ekspresijskega profila s 84 ključnimi geni za celično diferenciacijo. V času 
embrionalnega razvoja se pluripotentne matične celice diferencirajo v tri zarodne plasti: 
ektoderm, mezoderm in endoderm. Te zarodne plasti se sčasoma diferencirajo v 
multipotentne matične celice (progenitorske), katere napredujejo v končno diferencirane 
celice. Ti razvojni procesi zahtevajo natančno regulirane in časovno usklajene spremembe 
v genski ekspresiji. Analiza teh genov pokaže identiteto vmesno ali končno diferenciranih 
celic, in/ali mehanizme preučevanih diferenciacijskih procesov. Ta PCR-mreža vsebuje 
genske označevalce za specifične celične tipe skozi celoten razvoj celične linije, vključno s 
pluripotentnimi matičnimi celicami, progenitornimi celicami vseh treh zarodnih plasti in 
končno diferenciranih celic (Qiagen, 2012). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 KEMIKALIJE, RAZTOPINE, GOJIŠČA, MATERIALI IN LABORATORIJSKA 
OPREMA 
 
3.1.1 Materiali 
 
 Celično strgalo 
 Centrifugirke 
 Filter (0,2 µl) 
 Gojitvene posodice, 25 cm2  
 Gojitvene posodice, 6 luknjic 
 Mikrocentrifugirke (1,5 in 0,2 ml) 
 PCR-mreže »Mouse Cell Lineage Identification RT² Profiler™ PCR Array« 
(Qiagen) 
 Petrijevke 
 Pinceta 
 Pipetni nastavki 
 Plastične vrečke za vakuumiranje 
 Rokavice 
 Serološke pipete (5, 10, 25 in 50 ml) 
 Skalpel 
 Spatula 
 Škarje 
 
 
3.1.2 Kemikalije in raztopine 
 
 10x RT pufer (Qiagen) 
 10x RT random primer (Qiagen) 
 25x dNTP miks (Qiagen) 
 70 % etanol 
 75 % etanol v DEPC 
 Bazalni medij 
 DEPC H2O 
 DMEM 
 DPBS 
 FBS 
 Izopropanol 
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 Kit za sintezo cDNK »RT2 PreAMP cDNA Synthesis Kit« (Qiagen) 
 Kit za preamplifikacijo cDNK »RT2 PreAMP Pathway Primer Mix« (Qiagen) 
 Kloroform 
 Kolagenaza 
 Miks za PCR v realnem času »RT2 SYBR Green Mastermix« (Qiagen) 
 MesenPure™ 
 Reverzna transkriptaza 
 RNaseZap® 
 Tripsin 
 Trizol 
 
 
3.1.3 Laboratorijska oprema 
 
 Aparat za vakuumsko pakiranje in varjenje (Status EasyVac EV 500) 
 Brezprašna komora (Telstar PV-30/70) 
 Centrifuga (Hettich Micro 220R) 
 CO2 inkubator (Sanyo) 
 Digestorij (Flores Valles) 
 Hladilniki (Liebherr, Gorenje) 
 Mikroskop (Nikon Eclipse TS100) 
 Odsesovalna roka (Alsident system) 
 PCR instrument (AB Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler) 
 Pipetor (Accu-jet®Pro Brand) 
 Računalniški program za Real-time PCR instrument (LightCycler® 96) 
 Računalniški program za slikanje celic (NIS-Elements) 
 Real-time PCR instrument (Roche LightCycler® 96 System)  
 Spektrofotometer Nanodrop (Nanodrop Lite Thermo Scientific) 
 Sterilizator (STERI350) 
 Stresalnik (Vibromix) 
 Tehtnica (Mettler toledo ME403) 
 Termoblok (Thermomixer Eppendorf) 
 Zamrzovalnik (Sanyo) 
 
 
3.1.4 Gojišča in raztopine 
 
Vsa gojišča in raztopine smo sterilno pripravljali v brezprašni komori in jih nato še filtrirali 
skozi 0,2 µl filter, saj je pri delu s celičnimi kulturami najbolj pomembno zagotoviti 
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sterilnost. Pri samem poskusu smo testirali tri različna gojišča, da bi ugotovili, kje je rast 
celic najboljša:  
 rastni celični medij običajne sestave (DMEM, FBS, antioksidanti in antibiotik);  
 rastni celični medij z 20 % FBS (DMEM, FBS, antioksidanti in antibiotik); 
 komercialno dostopen rastni celični medij MesenCult™ (bazalni medij, stimulatorni 
dodatki, MesenPure™). 
 
V procesu optimizacije pridobivanja in gojenja celic, smo uporabili metodo z direktnim 
nasajanjem koščkov tkiva v rastni medij in metodo z razgradnjo tkiva s kolagenazo, kjer 
smo uporabili medij za razgradnjo. 
 
 
3.1.5 Celični material 
 
Koščke tkiva smo izolirali iz miši seva BALB/C, katere so nam zagotovili na Inštitutu za 
predklinične vede na Veterinarski fakulteti. 
 
 
3.2 METODE 
 
Mišja trupla smo po smrti hranili 3, 6 in 9 dni na sobni temperaturi in pri 4°C. Po 
ustreznem času smo trupla secirali in odvzeli koščke tkiva in jih nasadili v rastni medij.   
Vzporedno smo tudi takoj po smrti odvzeli različne koščke tkiva in jih hranili v DPBS 3, 6 
in 9 dni na sobni temperaturi in pri 4°C in jih po ustreznem času nasadili v rastni medij in 
spremljali rast celic. Za eno izvedbo poskusa smo uporabili 8 miši in sicer, tri trupla smo 
shranili na sobno temperaturo (za dan 3, 6 in 9), tri smo shranili v hladilnik na 4°C (za dan 
3, 6 in 9), iz dveh miši pa smo takoj po smrti odvzeli koščke tkiva in jih v 
mikrocentrifugirkah z DPBS shranili na sobni temperaturi in pri 4°C. 
 
Iz mišjega trupla smo odvzeli različna tkiva: mišično, maščobno, tkivo vohalnih betičev in 
hipokampusa. 
 
 
3.2.1 Usmrtitev miši in shranitev trupel 
 
Za poskus smo uporabili miši seva BALB/C, moškega spola, stare od 115 do 139 dni. 
Usmrtitev smo izvedli s CO2.  Za poskus nismo potrebovali posebnega dovoljenja, saj smo 
uporabili odvečne miši iz kolonije. 
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Po usmrtitvi smo trupla miši zapakirali v dve vrečki, jih zavarili z aparatom za varjenje 
vrečk in opremili z ustreznimi podatki. Vrečke s trupli smo za ustrezen čas (3, 6 oziroma 9 
dni) postavili v hladilnik na 4°C oziroma na sobno temperaturo. 
 
 
3.2.2 Odvzem koščkov tkiva 
 
Pred odvzemom koščkov tkiva smo si sterilno pripravili ustrezno število mikrocentrifugirk 
s približno 1 ml DPBS. Le-te smo predhodno stehtali. Pribor za seciranje (škarje, pincete in 
spatulo) smo sterilizirali v sterilizatorju. Delovno površino in roke smo razkužili z 
etanolom. Prav tako smo površino mišje kože, kjer smo naredili rez, razkužili z etanolom. 
Med samim odvzemanjem različnih tkiv smo pribor večkrat sterilizirali, da ne bi prišlo do 
navzkrižne kontaminacije s celicami iz različnih tkiv.  
 
Košček mišičnega in maščobnega tkiva in smo odvzeli na notranji strani stegna. 
 
Po odvzemu, smo mikrocentrifugirke ponovno stehtali in jih shranili na ustrezno 
temperaturo oz. koščke tkiva nasadili. 
 
 
3.2.3 Nasaditev koščkov tkiva 
 
Za nasaditev koščkov tkiva smo uporabili dve metodi, in sicer z razgradnjo s kolagenazo in 
brez razgradnje. Od tu naprej je delo potekalo sterilno v brezprašni komori.  
 
 
3.2.3.1 Neposredna nasaditev koščkov tkiva brez razgradnje 
 
Gojitvene posodice s šestimi luknjicami smo ustrezno označili. V vsako luknjico smo dali 
od 1,5 do 2 ml gojitvenega medija, odvisno od velikosti koščka tkiva. S pinceto smo 
sterilno prenesli vsak košček tkiva v svojo luknjico. Gojitveno posodico smo postavili v 
inkubator in nato dnevno spremljali morebitno rast celic. 
 
 
3.2.3.2 Nasaditev tkiva s predhodno razgradnjo s kolagenazo 
 
V ustrezno označene mikrocentrifugirke smo odpipetirali po 1 ml medija za razgradnjo. 
Košček tkiva smo prenesli na petrijevko, ki nam je služila kot podloga za rezanje in ga 
nato s pomočjo pincete in skalpela sterilno razrezali čim bolj na drobno. Razrezan košček 
tkiva smo s pinceto vstavili v ustrezno mikrocentrifugirko z medijem za razgradnjo. Dodali 
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smo 100 µl kolagenaze s koncentracijo 1 mg/ml. Vsako mikrocentrifugirko smo ročno 
pretresli in čez noč postavili v termoblok na 37°C in 400 rpm. 
 
Naslednji dan smo mikrocentrifugirke prestavili v ohlajeno centrifugo (4°C) na 1600 
obratov za 4 minute. Po centrifugiranju smo s pipeto čim bolj odstranili na vrhu plavajoče 
razgrajeno tkivo in nato še čim več medija za razgradnjo. Pri tem smo pazili na pelet. V 
posamezno mikrocentrifugirko smo odpipetirali po 1 ml rastnega medija, da smo raztopili 
pelet. Vsebino smo prenesli v luknjico gojitvene posodice. Gojitveno posodico smo 
pogledali pod mikroskopom, nato pa jo prestavili v inkubator in spremljali morebitno rast 
celic. 
 
 
3.2.4 Spremljanje rasti celic in menjava medija 
 
Rast je potekala v inkubatorju pri 37°C in 5 % CO2. Gojitvene posodice z nasajenimi 
koščki tkiva smo dnevno opazovali pod mikroskopom in spremljali morebitno rast celic. 
Rastni medij smo menjali dvakrat tedensko, ob tem pa tudi spirali posamezne luknjice z 
DPBS, v kolikor je to bilo potrebno. Pred uporabo smo rastni medij in DPBS ogreli v 
inkubatorju.  
 
 
3.2.5 Presaditev celic 
 
Ko je bilo v posamezni luknjici dovolj celic (približno 80 % konfluentnost) oz. ko so 
posamezne kolonije v luknjici presegle 80 % konfluentnost, smo celice presadili v novo 
luknjico oziroma v gojitveno posodico T25. Najprej smo odstranili ves gojitveni medij, 
nato pa luknjico dvakrat sprali z 1 ml DPBS. V luknjico smo nato dodali 500 µl tripsina in 
gojitveno posodico inkubirali 5 minut na 37°C. Po končani inkubaciji smo gojitveno 
posodico udarili ob laminarij in jo pogledali pod mikroskopom. V kolikor se celice niso 
odlepile od podlage, smo inkubacijo podaljšali še za 2 minuti in postopek ponovili. Za 
blokado tripsina smo dodali 1,5 ml rastnega medija, s katerim smo večkrat sprali luknjico. 
V primeru, da so se celice zelo slabo odlepile od podlage, smo uporabili tudi celično 
strgalo. Rastni medij z odlepljenimi celicami smo nato prenesli v novo luknjico oziroma v 
T25 gojitveno posodico.  
 
 
3.2.6 Izolacija RNK iz celic 
 
Za izolacijo RNK iz celic smo uporabili komercialno dostopen reagent TRIzol®. Za sam 
postopek smo uporabljali pipete, ki so namenjene izključno izolaciji RNK, ves pribor in 
delovno površino pa smo prebrisali z RNaseZAP®-om, s katerim smo onemogočili 
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delovanje RNaz. Izolacije smo večinoma izvajali v luknjici gojitvene posodice s šestimi 
luknjicami, kjer je bilo celic več, pa v gojitveni posodici T25. Glede na velikost rastne 
površine, smo prilagodili količino kemikalij, ki se uporabljajo za izolacijo.  
 
Izolacija RNK je potekala po naslednjih korakih: 
1. Spiranje gojitvene posodice T25 z 2 ml DPBS oz. z 1 ml, v primeru luknjice na 
gojitveni posodici s šestimi luknjicami. 
2. Odstranitev DPBS in dodatek 1 ml oz. 0,5 ml TRIzola direktno v gojitveno 
posodico. 
3. Odstranitev celic s pomočjo celičnega strgala in prenos TRIzola/celičnega lizata v 
1,5 ml mikrocentrifugirko. 
4. Inkubacija TRIzola 5 minut na sobni temperaturi. 
5. Dodatek 200 oz. 100 µl  kloroforma in močno stresanje. 
6. Inkubacija 2-3 minute na sobni temperaturi. 
7. Centrifugiranje 15 minut na 12000 rpm pri 4°C. 
8. Odpipetiranje zgornje brezbarvne faze v novo mikrocentrifugirko. 
9. Dodatek 500 oz. 250 µl izopropanola in rahlo mešanje. 
10. Inkubacija 10 minut na sobni temperaturi. 
11. Centrifugiranje 15 minut na 13000 rpm pri 4°C. 
12. Odstranitev čim več supernatanta. 
13. Dodatek 1 oz. 0,5 ml 75 % etanola v DEPC na pelet in mešanje. 
14. Centrifugiranje 5 minut na 13000 rpm pri 4°C. 
15. Odstranitev supernatanta. 
16. Sušenje peleta: 15 minut odprta mikrocentrifugirka. 
17. Dodatek 15-20 µl vode tretirane z DEPC in raztapljanje peleta s pipetiranjem. 
18. Merjenje koncentracije RNK na spektrofotometru Nanodrop. 
19. Shranitev RNK na -80°C. 
 
 
3.2.7 Reverzna transkripcija 
 
Za prepis RNK v cDNK smo izbrali vzorce RNK, kjer je bila dovolj velika količina in 
ustrezno razmerje absorbanc pri 260 in 280 nm (A260/A280).  
 
Delo je zopet potekalo s pripomočki in materiali, ki so namenjeni izključno za delo z RNK, 
pred pričetkom smo delovne površine očistili z RNaseZAP®-om. Vzorce z RNK in 
potrebne kemikalije smo ves čas hranili na ledu.  
 
Najprej smo si pripravili t.i. »mastermiks« za reverzno transkripcijo za vse vzorce 
(Preglednica 2): 
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Preglednica 2: Miks za reverzno transkripcijo. 
Reagent  Volumen ene reakcije 
10x RT pufer 2 µl 
25x mešanica deoksinukleotidov (dNTP mix) 0,8 µl 
10x naključni RT oligonukleotidni začetnik (RT 
random primer) 
2 µl 
encim reverzna transkriptaza 1 µl 
 skupaj 10 µl 
 
 
Da bi bila v vseh vzorcih enaka koncentracija RNK, smo količino RNK prilagodili vzorcu 
z najnižjo koncentracijo. Na ta način smo preračunane količine RNK raztopili v 10 µl 
DEPC H2O.  
 
10 µl vzorca RNK z ustrezno koncentracijo smo dali v 200 µl PCR mikrocentrifugirko, 
dodali 10 µl miksa za reverzno transkripcijo, jih dali v PCR instrument in nastavili 
naslednji program: 
 25°C, 5 min 
 37°C, 60 min 
 85°C, 5 min 
 
Vzorce s cDNK smo do nadaljnje uporabe shranili  na -20°C. 
 
 
3.2.8 Reverzna transkripcija z uporabo kita za preamplifikacijo cDNK 
 
Naknadno smo preostanek mišičnih vzorcev RNK prepisali v cDNK še z uporabo »RT2 
PreAMP cDNA Synthesis Kit« in le-to nato pomnožili s pomočjo »RT2 PreAMP Pathway 
Primer Mix« proizvajalca Qiagen. 
 
Prvi korak je bila priprava miksa za eliminacijo genomske DNK (Preglednica 3). 
 
Preglednica 3: Miks za odstranitev genomske DNK. 
Reagent  Volumen ene reakcije 
RNK 1-100 ng 
Buffer GE 2 µl 
RNaz prosta voda različno 
 skupaj 10 µl 
 
 
Tako pripravljene vzorce smo inkubirali 5 minut na 42°C, nato pa smo jih takoj prenesli na 
led. Sledila je priprava miksa za reverzno transkripcijo (Preglednica 4). 
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Preglednica 4: Miks za reverzno transkripcijo. 
Reagent  Volumen ene reakcije 
5x Buffer BC3 4 µl 
Control P2 1 µl 
cDNA Synthesis Enzyme Mix 1 µl 
RNase Inhibitor 1 µl 
RNaz prosta voda 3 µl 
 skupaj 10 µl 
 
K vsakemu vzorcu z 10 µl miksa za  eliminacijo DNK smo dodali 10 µl miksa za reverzno 
transkripcijo. Vzorce smo inkubirali 30 minut na 42°C, reakcijo pa smo prekinili s 5-
minutno inkubacijo na 95°C. Za pomnožitev nastale cDNK smo uporabili 
preamplifikacijski miks (Preglednica 5). 
 
Preglednica 5: Miks za preamplifikacijo cDNK. 
Reagent  Volumen ene reakcije 
RT² PreAMP PCR Mastermix 12,5 µl 
RT² PreAMP Pathway Primer Mix 7,5 µl 
 skupaj 20 µl 
 
K 5 µl cDNK sintezne reakcije smo dodali 20 µl miksa za preamplifikacijo, vzorce vstavili 
v PCR instrument in nastavili naslednji program: 
 1 cikel:  95°C, 10 min 
 12 ciklov:  95°C, 15 s 
   60°C, 2 min. 
 
Po končanem ciklu smo k vsakem vzorcu dodali 2 µl  reagenta »Side Reaction Reducer«, 
inkubirali 15 minut na 37°C in nato izvedli 5-minutno toplotno inaktivacijo na 95°C. 
Vsakemu vzorcu smo dodali 84 µl RNaz proste vode.  
 
Nadaljnji korak je bila analiza izražanja genov s pomočjo PCR v realnem času. Tu je bil 
postopek enak tako za vzorce cDNK, ki so bili pripravljeni z običajnim postopkom 
reverzne transkripcije, kot tudi za vzorce, ki so bili pripravljeni s pomočjo kita in 
predhodno namnoženi. 
 
 
3.2.9  PCR v realnem času 
 
Za analizo izražanja genov smo uporabili komercialno dostopne PCR-mreže, in sicer 
»RT2 Profiler PCR Arrays« proizvajalca Qiagen. 
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Za PCR v realnem času smo uporabili Qiagen-ov RT2 SYBR Green Mastermix, volumni 
vseh komponent so prikazani v Preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Miks za PCR v realnem času. 
Reagent Volumen za eno PCR-mrežo 
RT2 SYBR Green Mastermix 1350 µl 
cDNK 102 µl 
RNaz prosta voda 1248 µl 
 skupaj 2700 µl 
 
Najprej smo k 20 µl sintezne reakcije cDNK, ki smo jo pridobili pri reverzni transkripciji,  
dodali 91 µl RNaz proste vode. Od tega smo 102 µl zmešali z RT2 SYBR Green 
Mastermix-om in z vodo prosto RNaz. Preostalih 9 µl cDNK smo shranili na -20°C. Vso 
delo je potekalo na ledu. Po 25 µl PCR miksa smo odpipetirali v vseh 96 luknjic, PCR-
mrežo pokrili s folijo in dali v instrument, na katerem smo nastavili naslednji program: 
 
 1 cikel: 95°C, 10 min,  
 45 ciklov: 95°C, 15 s 
   60°C, 1 min. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 OPTIMIZACIJA GOJITVENIH POGOJEV 
 
4.1.1 Način gojenja 
 
Da bi dobili čim več celic iz koščkov tkiva, smo predhodno testirali dve metodi nasaditve 
tkiva, in sicer direktna nasaditev celih koščkov tkiva v gojitveno posodico z medijem in 
predhodna razgradnja s kolagenazo. Metoda direktne nasaditve celih koščkov tkiva se je 
izkazala za boljšo, zato smo le-to metodo uporabili v vseh nadaljnjih poskusih. 
 
 
4.1.2 Medij 
 
Prav tako smo za čim bolj optimalno rast testirali tudi različne rastne medije. Uporabili 
smo rastni celični medij običajne sestave, rastni celični medij z 20 % FBS-om ter medij 
MesenCult™. Preverili smo rast celic iz tkiva vohalnih betičev, hipokampusa, maščobnega 
in mišičnega tkiva pri času 0 (nasaditev takoj po smrti). Na splošno je bila rast pri vseh 
tkivih najboljša pri uporabi gojitvenega medija, ki vsebuje 20 % FBS in ta medij je bil 
uporabljen tudi v vseh nadaljnjih poskusih.   
 
 
4.2 PRISOTNOST CELIC IN IZOLACIJA RNK 
 
Z metodo direktne nasaditve celih koščkov tkiva in uporabo gojitvenega medija z 20 % 
FBS, smo uspeli pridobiti celice pri vzorcih, ki so prikazani v Preglednici 7. Pri vseh 
vzorcih, kjer smo pridobili celice, nismo uspeli izolirati RNK, saj je bilo v nekaterih 
primerih prisotnih le nekaj posamičnih celic. 
 
Opravili smo dve ponovitvi poskusa, kjer smo skupaj imeli 98 vzorcev mišičnega in 
maščobnega tkiva ter tkiva hipokampusa in vohalnih betičev. Izmed 98 vzorcev tkiva smo 
rast celic opazili pri 22 vzorcih (22,4 %). Največ vzorcev, kjer smo zasledili rast, pripada 
tkivu vohalnih betičev (30,0 %), sledita tkivo hipokampusa in mišično tkivo (26,9 %), 
najmanj vzorcev, kjer smo pridobili celice pa pripada maščobnemu tkivu (7,6 %). 
 
Pri času 0 (nasaditev koščkov tkiva takoj po smrti) je bila rast celic uspešna pri vseh osmih 
vzorcih, pri času 3 dni po smrti v 36,7 % vzorcev, pri času 6 dni po smrti v 10 %, pri času 
9 dni po smrti pa nikjer nismo zasledili rasti celic.  
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42 vzorcev tkiva je bilo do nasaditve v rastni medij shranjenih na sobni temperaturi, 48 pa 
v hladilniku na 4°C. Pri vzorcih, ki so bili hranjeni na sobni temperaturi, nismo uspeli 
pridobiti celic. Pri 14 vzorcih (29,2 %) shranjenih na 4°C smo opazili rast celic.  
 
Do nasaditve tkiva v rastni medij so bila tkiva shranjena bodisi v PBS bodisi v intaktnem 
truplu miši. 48 vzorcev je bilo tako shranjenih kot koščki tkiva v PBS in tu je bila rast celic 
uspešna v 7 primerih (14,6 %). 42 vzorcev tkiva je bilo hranjenih v truplu od časa smrti pa 
do nasaditve in v 7 primerih (16,7 %) smo lahko opazili rast celic.  
 
Preglednica 7: Vzorci, pri katerih smo pridobili celice. 
Čas-čas, ki je pretekel od smrti do nasaditve tkiva; Temperatura-temperatura (4°C/sobna temperatura) pri 
kateri je bilo tkivo shranjeno od smrti do nasaditve v medij; Način shranitve-način, kako bilo tkivo shranjeno 
(takoj odvzeti koščki tkiva in shranjeni v PBS/shranjeno celotno intaktno truplo) do časa nasaditve; Prve 
celice-čas, pri katerem smo opazili prve celice; RNK-celokupna količina izolirane RNK iz pridobljenih celic. 
Čas [dan] Tkivo Temperatura Način shranitve Prve celice [dan] RNK [ng] 
0 mišično     6 1800 
0 mišično     6 243,2 
0 maščobno     6 305,2 
0 maščobno     14 / 
0 hipokampusa     10 1922,8 
0 hipokampusa     6 1702,4 
0 vohalnih betičev     2 1064 
0 vohalnih betičev     6 296,4 
3 mišično 4°C koščki v PBS 6 323 
3 mišično 4°C koščki v PBS 5 290,7 
3 mišično 4°C celo truplo 7 79,8 
3 hipokampusa 4°C koščki v PBS 11 121,8 
3 hipokampusa 4°C koščki v PBS 13 / 
3 hipokampusa 4°C intaktno truplo 4 / 
3 hipokampusa 4°C intaktno truplo 4 66,5 
3 vohalnih betičev 4°C koščki v PBS 13 212,8 
3 vohalnih betičev 4°C koščki v PBS 14 / 
3 vohalnih betičev 4°C intaktno truplo 5 4152,4 
3 vohalnih betičev 4°C intaktno truplo 5 85,5 
6 mišično 4°C intaktno truplo 12 / 
6 mišično 4°C intaktno truplo 9 1542,8 
6 hipokampusa 4°C koščki v PBS 10 / 
 
Na slikah 2-4 so prikazane celice, ki smo jih dobili pri mišičnem tkivu, tkivu hipokampusa 
in vohalnih betičev, kjer je bilo tkivo nasajeno v rastni medij 3 dni po smrti.  
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Slika 2: Celice mišičnega tkiva iz koščka hranjenega v PBS pri času 3, shranjenega na 4°C; sedemnajst dni 
po nasaditvi pri 40x povečavi (A) in 100x povečavi (B) (24.4.2017). 
 
 
 
 
 
Slika 3: Celice tkiva hipokampusa hranjenega v intaktnem truplu pri času 3, shranjenega na 4°C; petnajst dni 
po nasaditvi pri 40x povečavi (A) in 100x povečavi (B) (21.4.2017). 
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Slika 4: Celice tkiva vohalnih betičev hranjenih v intaktnem truplu pri času 3, shranjenih na 4°C, petnajst dni 
po nasaditvi pri 40x povečavi (A) in 100x povečavi (B) (21.4.2017). 
 
 
4.3 OBRATNA TRANSKRIPCIJA IN ANALIZA IZRAŽANJA GENOV 
 
Za prepis RNK v cDNK smo uporabili vzorce, prikazane v Preglednici 8. 
 
Preglednica 8: Vzorci RNK, ki so bili uporabljeni za obratno transkripcijo. 
Čas-čas, ki je pretekel od smrti do nasaditve tkiva; Temperatura-temperatura (4°C/sobna temperatura) pri 
kateri je bilo tkivo shranjeno od smrti do nasaditve v medij; Način shranitve-način, kako bilo tkivo shranjeno 
(takoj odvzeti koščki tkiva in shranjeni v PBS/shranjeno intaktno truplo) do časa nasaditve; Prve celice-čas, 
pri katerem smo opazili prve celice; RNK-celokupna količina izolirane RNK iz pridobljenih celic. Z 
oznakama 1 in 2 sta ločena posamezna vzorca istega tkiva. 
Čas [dan] Tkivo Temperatura Način shranitve Prve celice [dan] RNK [ng] 
3 mišično¹ 4°C koščki v PBS 6 323 
3 mišično² 4°C koščki v PBS 5 290,7 
3 hipokampusa¹ 4°C koščki v PBS 11 121,8 
3 hipokampusa² 4°C intaktno truplo 4 66,5 
3 vohalnih betičev¹ 4°C koščki v PBS 13 212,8 
3 vohalnih betičev² 4°C intaktno truplo 5 85,5 
 
 
Po obratni transkripciji smo cDNK nanesli na PCR-mreže in s pomočjo metode PCR v 
realnem času preverili kateri geni se izražajo v posameznem tkivu. V preglednicah od 9 do 
15 so prikazani celični označevalci, ki so značilni za določeno razvojno stopnjo celic in so 
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bili izraženi v določenem tkivu. V prilogi A se nahaja seznam vseh preiskovanih genov, v 
prilogi C pa so ti geni razvrščeni glede na razvojno stopnjo, za katero so značilni. V prilogi 
B so prikazane Ct-vrednosti za vse vzorce, ki smo jih pridobili pri RT-qPCR. 
 
 
Preglednica 9: Označevalci, ki so prisotni pri vseh šestih analiziranih vzorcih. S krepkim tiskom so označeni 
tisti geni, kjer je prišlo do izražanja pred 35. ciklom.  
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Nanog 
OZNAČEVALCI CELIC EMBRIONALNIH ZARODNIH 
PLASTI 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Zic1 Cd34 Sox7 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Dpp4 
Gad2 Ptcra 
 
Msln 
  
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Myh11 Alb 
Gfap 
 
G6pc 
Rcvrn 
 
Sftpb 
  
Tat 
 
Vseh šest vzorcev celic iz treh različnih tkiv je izražalo 18 (44,4%) istih genov od 
preiskovanih 84 (Preglednica 9). Vsem preiskovanim vzorcem je skupno izražanje gena 
Nanog, ki je splošni označevalec pluripotentnih celic, poleg pa izražajo še tri (13,6%) 
druge gene, ki so značilni za celice embrionalnih zarodnih plasti. Malo manj kot polovica 
(44,4%) izraženih genov spada med tiste gene, ki so označevalci končno diferenciranih 
celic. Vsi vzorci so izražali gene, ki so značilni za nevrone GABA, astrocite, 
fotoreceptorske, gladke mišične in pljučne celice ter hepatocite. Izraženi geni, ki definirajo 
progenitorne celice pa so značilni za nezrele nevrone GABA, progenitorno limbalno 
celico, zgodnje limfocite T, mišične in jetrne matične celice. Do izražanja genov je prišlo 
relativno pozno, v večini primerov po 35. ciklu. Izmed 18 izraženih genov, ki so bili 
skupni vsem trem tkivom, je do izražanja pred 40. PCR ciklom prišlo v 8 primerih (44,4 
%). 
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Preglednica 10: Označevalci, ki so prisotni pri mišičnem tkivu. Z oznakama ¹ in ² sta ločena posamezna 
vzorca istega tkiva (glej Preglednico 8), kjer se določen gen izraža le pri enem vzorcu. S krepkim tiskom so 
označeni tisti geni, kjer je prišlo do izražanja pred 35. ciklom.  
MIŠICA 
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Dnmt3b 
Nanog 
Podxl 
Pou5f1 (Oct4) 
Zfp42¹ 
OZNAČEVALCI CELIC EMBRIONALNIH ZARODNIH 
PLASTI 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Fgf5² Cd34 Gata1 
Otx2² Dcn Hnf4A² 
Zic1 Igf2 Sox17² 
 
Pdgfra² Sox7 
 
Runx1² 
 
 
T (Brachyury)² 
 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Dpp4 
Fabp7¹ Cd79a² Map3k12¹ 
Foxg1² Ptcra 
 Gad2 
  Msln 
  Slc32a1² 
  
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Myh11 Alb 
Gfap Myl3² G6pc 
Krt14¹ Nppa¹ Miox¹ 
Pou4f2 Ryr2² Sftpb 
Rcvrn Smtn² Tat 
Slc17a6¹ 
   
 
Pri obeh vzorcih mišičnega tkiva se je skupaj izražalo 44 genov od preiskovanih 84 
(Preglednica 10). Dobra tretjina (36,4 %) izraženih genov spada med tiste gene, ki so 
značilni za končno diferencirane celice, ostali dve tretjini pa med gene, katerih celice imajo 
širši razvojni potencial. En vzorec je izražal štiri (57,1 %), drugi pa pet (71,4 %) splošnih 
označevalcev pluripotentnosti in skupno 59,1 % označevalcev, ki so značilni za celice 
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embrionalnih zarodnih plasti. Večina izraženih genov značilnih za končno diferencirane 
celice označuje različne živčne celice, gladke mišične celice, kardiomiocite in hepatocite, 
podobno pa se izražajo tudi označevalci progenitornih celic za različne živčne celice, jetrne 
in mišične matične celice ter zgodnje B in T limfocite. Izmed 44 izraženih genov, se je 16 
(36,4 %) genov izrazilo pred 40. ciklom. 
 
Preglednica 11: Označevalci, ki so prisotni pri mišičnem tkivu, kjer je bila cDNK pripravljena in predhodno 
pomnožena z preamplifikacijskim kitom. Z oznakama ¹ in ² sta ločena posamezna vzorca istega tkiva (glej 
Preglednico 8), kjer se določen gen izraža le pri enem vzorcu. S krepkim tiskom so označeni tisti geni, kjer je 
prišlo do izražanja pred 35. ciklom. 
MIŠICA (preamplifikacijski kit) 
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Dnmt3b 
Gdf3 
Nanog 
Podxl 
Pou5f1 (Oct4) 
Zfp42¹ 
OZNAČEVALCI CELIC EMBRIONALNIH ZARODNIH PLASTI 
EKTODERM NEVROEKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Fgf5 Gbx2¹ Cd34 Gata1 
Foxd3 Neurog2² Dcn Gata6 
Otx2 
 
Gata2 Hnf4A 
Zic1 
 
Hand1 Sox17 
  
Igf2 Sox7 
  
Mixl1 
 
  
Pdgfra² 
 
  
Runx1 
 
  
T (Brachyury) 
 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Apoh² 
Fabp7² Cd3e Dpp4 
Foxg1 Cd79a Krt19 
Gad2 Hand2¹ Map3k12² 
Hes5 Ptcra 
 Msln 
  Nkx2-2² 
  Olig2 
  Slc32a1 
  Sox2 
    se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice 11   
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Ccr5¹ Alb 
Gfap Col10a1 Aqp1 
Galc² Comp Cpa1 
Krt10 Ctsk² G6pc 
Krt14 Ibsp¹ Ins2 
Pou4f2 Myh11 Itgb4 
Rcvrn Myh7 Miox 
Slc17a6¹ Myl3 Sftpb 
Slc17a7 Nppa Sftpd 
Tyr Ryr2 Slc2a2 
 
Smtn Tat 
 
 
Pri mišičnih vzorcih, kjer smo cDNK pripravili s kitom in naredili predhodno pomnožitev, 
je analiza pokazala izražanje 76 različnih genov od skupno 84 preiskovanih (Preglednica 
11). Od tega nekoliko več kot polovica (57,9 %) genov spada med označevalce celic, ki še 
niso končno diferencirane. Pred 40. ciklom je prišlo do izražanja 39 različnih genov, kar 
predstavlja 52 % izraženih genov.  
 
Pri vzorcih tkiva vohalnih betičev smo opazili izražanje 45 različnih genov izmed 84 
preiskovanih (Preglednica 12). Malo manj kot polovica (48,9 %) izraženih genov spada 
med označevalce pluripotentnih in progenitornih celic, ostalih 51,1 % izraženih genov pa 
je značilnih za končno diferencirane celice. Pri vzorcu, kjer je bilo tkivo do nasaditve 
shranjeno v PBS, se izražata le dva (28,6%) splošna označevalca pluripotentnosti, pri 
vzorcu, kjer je bilo tkivo shranjeno v intaktnem truplu pa trije (42,9%) označevalci. Oba 
vzorca skupaj izražata še 9 (40,9%) označevalcev, ki so značilni za različne embrionalne 
zarodne plati. Oba vzorca izražata vse tri (100%) gene, ki označujejo končno diferencirane 
hepatocite. Med označevalci končno diferenciranih celic se pojavljajo še geni značilni za 
različne celice živčnega sistema (zreli nevron, nevron GABA, glutamatni nevron, astrocit, 
ganglijska celica), keratinocite in melanocite, gladke mišične celice, kardiomiocite in 
hondrocite, pljučne in beta celice. Med označevalci progenitornih celic pa se poleg jetrnih 
in mišičnih matičnih celic izražajo še označevalci zgodnjih kardiomiocitov, B in T 
limfocitov ter različnih zgodnjih živčnih celic (nevron GABA, motor nevron, progenitorna 
limbalna celica). Ena tretjina izraženih genov (33,3 %) se je začela izražati pred 40. 
ciklom. 
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Preglednica 12: Označevalci, ki so prisotni pri tkivu vohalnih betičev. Z oznakama ¹ in ² sta ločena 
posamezna vzorca istega tkiva (glej Preglednico 8); kjer se določen gen izraža le pri enem vzorcu. S krepkim 
tiskom so označeni tisti geni, kjer je prišlo do izražanja pred 35. ciklom. 
VOHALNI BETIČI 
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Dnmt3b² 
Nanog 
Podxl 
OZNAČEVALCI CELIC EMBRIONALNIH ZARODNIH 
PLASTI 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Foxd3¹ Cd34 Gata1 
Zic1 Igf2² Sox17 
 
Runx1 Sox7 
 
T (Brachyury)² 
 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Dpp4 
Gad2 Cd79a 
 Hes5¹ Hand2¹ 
 Msln Ptcra 
 Olig2¹ 
  Sox2² 
  
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Col10a1² Alb 
Galc² Comp¹ Cpa1¹ 
Gfap Myh11 G6pc 
Krt10² Myl3¹ Ins2 
Krt14 Ryr2 Sftpb 
Pou4f2 Smtn² Sftpd¹ 
Rcvrn 
 
Slc2a2² 
Slc17a7² 
 
Tat 
Tyr¹ 
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Preglednica 13: Označevalci, ki so prisotni pri tkivu hipokampusa. Z oznakama ¹ in ² sta ločena posamezna 
vzorca istega tkiva (glej Preglednico 8); kjer se določen gen izraža le pri enem vzorcu. S krepkim tiskom so 
označeni tisti geni, kjer je prišlo do izražanja pred 35. ciklom. 
HIPOKAMPUS 
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Dnmt3b 
Nanog 
Podxl² 
Pou5f1 (Oct4) 
Zfp42¹ 
OZNAČEVALCI CELIC EMBRIONALNIH ZARODNIH PLASTI 
EKTODERM NEVROEKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Foxd3 Gbx2¹ Cd34 Foxa1¹ 
Otx2 
 
Dcn¹ Gata6 
Zic1 
 
Hand1² Hnf4A¹ 
  
Igf2² Sox17² 
  
Mixl1¹ Sox7 
  
Runx1 
 
  
T (Brachyury) 
 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Dpp4 
Fabp7² Cd79a Krt19² 
Gad2 Ptcra Map3k12² 
Hes5 
  
Msln 
  
Olig2² 
  
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Col10a1¹ Alb 
Gfap Myh11 Aqp1¹ 
Krt14 Ryr2 Cpa1¹ 
Pou4f2¹ Smtn G6pc 
Rcvrn 
 
Miox² 
Tyr¹ 
 
Sftpb 
  
Tat 
 
Izmed vseh treh preiskovanih tkiv, kjer je bila cDNK pridobljena po enakem postopku, je 
največ različnih genov (58 %) izražalo tkivo hipokamusa, to je 49 izmed 84 preiskovanih 
(Preglednica 13). Od tega ena tretjina (34,7 %) spada med gene, ki so označevalci končno 
diferenciranih celic. Tu je prišlo do kar precejšnih razlik med vzorcema, kjer je bilo tkivo 
različno hranjeno do nasaditve v rastni medij. Tkivo, ki je bilo shranjeno v PBS je izražalo 
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bistveno več različnih genov (16), kateri so značilni za končno diferencirane celice, kot 
tkivo, ki je bilo v intaktnem truplu (12). Hkrati pa je tkivo shranjeno v intaktnem truplu 
izražalo več genov (12), ki definirajo progenitorne celice, kakor tkivo shranjeno v PBS (8). 
Med izraženimi geni za končno diferencirane celice so bili geni za keratinocite, melanocite 
in različne živčne celice, gladke mišične celice, kardiomiocite in hondrocite ter hepatocite, 
pljučne in ledvične celice. Oba vzorca tkiva hipokamusa sta skupaj izražala 71,4 % genov, 
ki so splošni označevalci pluripotentnosti, zraven pa še 72,7 % genov značilnih za celice 
embrionalnih zarodnih plasti. Kljub temu, da je bilo pri tkivu hipokampusa izraženih 
nekoliko več različnih genov, kot pri mišičnem tkivu in tkivu vohalnih betičev, pa je bilo 
število genov, ki so se začeli izražati pred 40. ciklom precej manjše, namreč le 10 (20,4 %) 
genov od izraženih 49.  
 
 
Preglednica 14: Označevalci, prisotni tako pri tkivu vohalnih betičev kot tkivu hipokampusa, kjer je bilo 
tkivo odvzeto takoj po smrti in shranjeno v PBS do časa nasaditve v rastni medij.  
Koščki tkiva v PBS 
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Nanog 
OZNAČEVALCI EMBRIONALNIH ZARODNIH PLASTI 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Foxd3 Cd34 Sox7 
Zic1 Runx1 
 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Dpp4 
Gad2 Cd79a 
 Hes5 Ptcra 
 
Msln 
  
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Myh11 Alb 
Gfap Ryr2 Cpa1 
Krt14 
 
G6pc 
Pou4f2 
 
Sftpb 
Rcvrn 
 
Tat 
Tyr 
   
 
Pri tkivu vohalnih betičev in tkivu hipokampusa, kjer je bilo tkivo odvzeto takoj po smrti 
in shranjeno v PBS do časa nasaditve v rastni medij, je bilo izraženih 26 (30,9 %)  skupnih 
označevalcev od preiskovanih 84 (Preglednica 14). Od tega polovica izraženih genov 
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pripada označevalcem končno diferenciranih celic. Med njimi so označevalci značilni za 
jetrne, pljučne in eksokrine celice, gladke mišične celice in kardiomiocite, različne živčne 
celice (GABA nevron, astrociti, ganglijske in fotoreceptorske celice) ter keratinocite in 
melanocite. Vzorca imata skupnega le enega (14,3 %) izmed splošnih označevalcev 
pluripotentnosti ter pet (22,7 %) označevalcev od 22, ki so značilni za posamezne zarodne 
plasti. Pri obeh vzorcih se izražajo geni, značilni za progenitorne celice, in sicer za živčne 
celice, nezrele nevrone GABA, progenitorne limbalne celice, zgodnje B in T limfocite ter 
mišične in jetrne matične celice. Izmed izraženih 26 genov, se je 10 (38,5 %) genov začelo 
izražati pred 40. ciklom. 
 
 
Preglednica 15: Označevalci, prisotni tako pri tkivu vohalnih betičev kot tkivu hipokampusa, kjer je bilo 
tkivo shranjeno v intaktnem truplu do časa nasaditve v rastni medij. S krepkim tiskom so označeni tisti geni, 
kjer je prišlo do izražanja pred 35. ciklom. 
Intaktno truplo 
OZNAČEVALCI PLURIPOTENTNIH CELIC 
Dnmt3b 
Nanog 
Podxl 
OZNAČEVALCI EMBRIONALNIH ZARODNIH PLASTI 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Zic1 Cd34 Sox17 
 
Igf2 Sox7 
 
Runx1 
 
 
T (Brachyury) 
 
OZNAČEVALCI PROGENITORNIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Eno1 Cd34 Dpp4 
Gad2 Ptcra 
 
Msln Cd79a 
 
OZNAČEVALCI KONČNO DIFERENCIRANIH CELIC 
EKTODERM MEZODERM ENDODERM 
Gad1 Myh11 Alb 
Gfap Ryr2 G6pc 
Rcvrn Smtn Sftpb 
Krt14 
 
Tat 
 
Pri tkivu vohalnih betičev in tkivu hipokampusa, kjer je bilo tkivo shranjeno v intaktnem 
truplu do časa nasaditve v rastni medij, je bilo izraženih 27 (32,1 %) skupnih označevalcev 
od preiskovanih 84 (Preglednica 15). Manj kot polovica (40,7) izraženih genov spada med 
tiste gene, ki so značilni za končno diferencirane celice. Med njimi so označevalci značilni 
za jetrne in pljučne celice, gladke mišične celice in kardiomiocite, keratinocite, nevrone 
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GABA, astrocite in fotoreceptorske celice. Oba vzorca izražata kar 3 (42,9 %) splošne 
označevalce pluripotentnosti in 7 (31,8 %) označevalcev značilnih za posamezne zarodne 
plasti. Med označevalci progenitornih celic so izraženi geni, značilni za nezreli GABA 
nevron in progenitorno limbalno celico, zgodnje B in T limfocite ter mišične in jetrne 
matične celice. Manj kot polovica (44,4 %) izraženih genov v tkivu, ki je bilo hranjeno v 
intaktnem truplu, se je začela izražati pred 40. ciklom PCR.  
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5 RAZPRAVA 
 
Glavni koncept raziskav matičnih celic je ta, da matične celice lahko zagotovijo novo 
sredstvo za preučevanje patofiziološkega nivoja bolezni, presejalne teste za zdravila ter 
testiranje varnosti in učinkovitosti zdravil.  Napredek v raziskovanju matičnih celic pa daje 
potencial za uporabo matičnih celic v regenerativni medicini in v zdravljenju mnogih 
bolezni. Zaradi omejene razpoložljivosti matičnih celic tako za eksperimentalne študije kot 
za regenerativno medicino, obstaja velik interes za izboljšanje viabilnosti tkivno 
specifičnih matičnih celic, ki so pridobljene iz različnih zdravih ali bolnih posameznikov.  
Vendar pa so pogosto te celice redke in so na razpolago v majhnih količinah, kadar so 
izolirane iz bolnikov pri biopsiji tkiva. Prav tako je matične celice pogosto težko osamiti 
od ostalih celičnih tipov zaradi pomanjkanja specifičnih označevalcev. Zato je izolacija 
normalno prisotnih populacij matičnih celic iz odraslih tkiv trenutno tehnično zahtevna in 
draga. Nekatere izmed teh ovir je mogoče premagati, vendar pa so tu še druge ovire kot so 
pomanjkanje števila darovalcev in težave pri iskanju ujemajočega darovalca. Prav zato so 
matične celice izolirane iz kadavrov potencialen vir za številne celo redke matične celice. 
Matične celice iz posmrtnega tkiva se trenutno uporabljajo le v eksperimentalne namene, 
saj naj bi se njihova viabilnost in regenerativna sposobnost v truplu znatno zmanjšali. Ker 
pa je na tem področju le malo znanega, je to strategijo treba še dodobra preučiti, dobiti 
celosten vpogled in nato načrtovati nove strategije zdravljenja v regenerativni medicini 
(Latil in sod., 2012; Shikh Alsook in sod., 2015; Bieniasz in sod., 2014; Rubin in Haston, 
2011). 
 
V naši raziskavi smo raziskali nekaj različnih parametrov, ki bi lahko imeli merljiv vpliv 
na preživetje in rast celic iz posmrtnega tkiva. Kot testni organizem smo izbrali miši, in 
sicer seva Balb/C. Miši in ljudje si namreč delimo mnogo genetskih lastnosti, njihov 
genom je že dobro preučen, rokovanje in njihovo vzdrževanje pa ni pretirano zahtevno. 
 
Da bi dosegli najbolj optimalno rast morebitnih celic, smo v začetnih poskusih testirali 
vpliv rastnega medija ter gojenje s predhodno razgradnjo s kolagenazo in brez razgradnje.  
 
Testirali smo tri različne medije in sicer rastni medij običajne sestave, rastni medij z 20 % 
FBS-om in komercialno dostopni medij za mišje celice MesenCult™. Rast celic pri vseh 
štirih vrstah tkiva smo preverili le pri času 0, tj. takoj po smrti in najboljše rezultate smo 
dobili pri uporabi običajnega medija z dodatkom 20 % FBS. FBS vsebuje različne biološke 
faktorje, kot so albumini, apolipoproteini, biotin idr., ki prispevajo k razmnoževanju večine 
celičnih linij (Qin in sod., 2013), njegovo pomanjkanje pa lahko upočasni ali celo zaustavi 
celično proliferacijo (Nonnis in sod., 2016). Ker je komercialno gojišče posebej 
optimizirano in standardizirano za gojenje mišjih mezenhimskih matičnih celic in ne 
vsebuje seruma, je to lahko razlog za slabšo rast v primerjavi z gojiščem, ki vsebuje 20 % 
FBS.  
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Kljub tem, da več študij navaja, da med metodama s predhodno encimsko razgradnjo in 
nasaditvijo celotnih koščkov pri različnih vrstah tkiva ni razlik, ali pa da je prva celo boljša 
(Gittel in sod., 2013; McDuffee, 2012; Lee in sod., 2011), smo v naši raziskavi prišli do 
ravno obratnega zaključka. Namreč rast celic je bila bistveno boljša pri metodi z 
neposredno nasaditvijo koščkov tkiva v rastni medij. Vendar pa je tu potrebno upoštevati 
dejstvo, da smo za razliko od ostalih študij uporabili tkivo pridobljeno po smrti. 
 
Opazovali smo, ali ima način shranitve tkiva vpliv na pridobitev in rast celic v rastnem 
mediju. Prva metoda je bila odvzem koščkov takoj po smrti in njihova hranitev v PBS 
ustrezen čas do nasaditve v medij, druga metoda pa je bila hranitev celotnih intaktnih 
trupel ustrezen čas in sekcija tkiva tik pred nasaditvijo. Smrt se odraža v številnih 
biokemijskih spremembah v vseh tkivih telesa zaradi pomanjkanja kisika, spremenjenih 
encimskih reakcij, celične degradacije in prenehanja anabolne proizvodnje metabolitov. Ko 
se začne proces razgradnje trupla, pride do sprememb v pH krvi, koncentracijah mlečne 
kisline, hipoksantina, sečne kisline, amonijaka, NADH in formata (Donaldson in Lamont, 
2013). Prav zaradi teh sprememb v truplu bi pričakovali manjši delež vzorcev s prisotnimi 
celicami pri načinu shranitve tkiva v intaktnem truplu. Vendar pa je analiza pokazala, da 
način shranitve tkiva ne vpliva (p=0.8527) na delež vzorcev, kjer so celice prisotne.  
Zavedati se moramo dejstva, da lahko obstajajo različne interakcije med mrtvimi in živimi 
celicami. Pri členonožcih je bilo dokazano, da lahko mrtve celice spodbujajo proliferacijo 
sosednjih celic. Čeprav pri sesalskih celicah ni obširnega opisa, pa nekateri dokazi 
podpirajo idejo, da lahko mrtve celice inducirajo diferenciacijo matičnih celic (Green, 
2011). 
 
Eden izmed opazovanih parametrov je bila tudi temperatura shranitve tkiva. Tkivo 
shranjeno v PBS oz. cela trupla smo hranili pri 4°C in na sobni temperaturi. Vpliv 
temperature so že preučevali Hasegava in sod. (2009) in Marfia in sod. (2011) in ugotovili, 
da višja temperatura hrambe tkiva, močno zmanjša pojavnost celic v mišjem in podganjem 
tkivu. Pri nobenem vzorcu, hranjenem na sobni temperaturi, nismo uspeli dobiti celic, zato 
lahko iz tega sklepamo, da ima temperatura bistven vpliv na preživetje celic v tkivu in 
nadaljnjo rast v celični kulturi. Višja temperatura namreč omogoča rast mikroorganizmom 
in s tem pospešuje procese razgradnje tkiva. 
 
Zanimalo nas je, kakšen vpliv ima čas po smrti na rast celic v rastnem mediju. Vzorce 
tkiva smo nasadili v rastni medij takoj po smrti (čas 0) ter 3, 6 in 9 dni po smrti. Pri času 0, 
ki je služil kot pozitivna kontrola, smo v vseh primerih lahko opazili rast celic, kar pomeni, 
da rastni medij ter način nasaditve tkiva ne zavirata rasti celic, kot tudi, da v tkivu so 
prisotne viabilne celice. Tri dni po smrti je bilo precej manj pozitivnih vzorcev (36,7 %), 
po 6 dneh pa še bistveno manj (10 %). Po 9 dneh celična rast ni bila opažena. Iz tega sledi, 
da ima čas od smrti pa do nasaditve v gojišče pomemben vpliv na preživetje celic v koščku 
tkiva.  
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Progenitorne ali odrasle matične celice so nujne za regeneracijo tkiva in homeostazo. 
Identificirane so bile v skoraj vseh tkivih, vključno s tistimi z majhno regenerativno 
sposobnostjo (Kyryachenko in sod., 2016). V naši raziskavi smo uporabili štiri različna 
mišja tkiva in sicer tkivo hipokampusa, vohalnih betičev, mišično in maščobno tkivo. V 
naši študiji je največ vzorcev, kjer smo lahko opazili rast celic, pripadalo tkivu vohalnih 
betičev, najslabša rast pa je bila pri maščobnem tkivu. Glede na to, da se maščobno tkivo 
uporablja v veterinarski medicini za izolacijo progenitornih celic in zdravljenje ter da 
možgansko tkivo spada med tkiva z majhno regenerativno sposobnostjo, bi pričakovali 
ravno obratne rezultate. V literaturi (Latil in sod., 2012) lahko zasledimo podatek, da je 14 
dni po smrti najdaljši čas, kjer so raziskovalci uspeli pridobiti celice iz mišjega mišičnega 
tkiva. Sicer na splošno najdaljši čas navajata Aoued in Singh (2015) pri uporabi kozjega 
kožnega tkiva. Iz tega lahko sklepamo, da je pridobitev viabilnih celic po smrti močno 
odvisna ne samo od uporabljenega tkiva, ampak tudi od samega organizma. 
 
V drugem delu naše raziskave smo želeli okarakterizirati celice, ki smo jih uspeli pridobiti 
pri posameznih vzorcih. Najprej smo izolirali celokupno RNK, saj le-ta predstavlja celotno 
gensko izražanje celice v danem trenutku in jo nato s pomočjo reverzne transkriptaze 
prepisali v bolj stabilno dvovijačno cDNK. S pomočjo komercialno dostopnih PCR-mrež 
in metode PCR v realnem času smo preverili izražanje 84 različnih genov, ki so značilni za 
posamezno razvojno stopnjo mišjih celic. Uporabili smo po dva vzorca celic iz mišičnega 
tkiva, tkiva hipokampusa in vohalnih betičev, ki smo jih pridobili iz tkiva, nasajenega 3 dni 
po smrti. Oba mišična vzorca sta bila hranjena kot koščki v PBS, medtem ko je pri tkivu 
hipokampusa in vohalnih betičev po en vzorec izhajal iz tkiva hranjenega v PBS drugi pa 
iz tkiva hranjenega v intaktnem truplu. Naknadno smo iz istih mišičnih vzorcev še enkrat 
preverili izražanje genov s pomočjo komercialnega kita za sintezo cDNK in kita za 
preamplifikacijo cDNK.  
 
Poleg preiskovanih genov je vsaka PCR-mreža vsebovala tudi 3 pozitivne PCR kontrole 
(PPC). Z njimi lahko preverimo delovanje mastermiksa, prileganje oligonukleotidnih 
začetnikov ter prisotnost morebitnih inhibitorjev. Proizvajalec navaja podatek, da v kolikor 
pride do pomnoževanja kontrol med 18. in 22. ciklom, vzorec ne vsebuje inhibitorjev. 
Glede na to, da je pri vseh vzorcih prišlo do izražanja pozitivnih PCR kontrol med 20. in 
22. ciklom, lahko izključimo prisotnost inhibitorjev in potrdimo ustrezno delovanje vseh 
pomembnih komponent metode qPCR.  
 
Vsaka PCR-mreža je prav tako vsebovala 3 kontrole reverzne transkripcije (RTC). Z njimi 
se testira učinkovitost »RT² First Strand Kit« reakcije za sintezo cDNK. S kitom je namreč 
dodana zunanja RNK kontrola. Vse nečistoče, ki vplivajo na reverzno transkripcijo 
zunanje RNK kontrole, vplivajo tudi na reverzno transkripcijo preiskovane RNK. Če je 
razlika med cikli kontrole reverzne transkripcije in pozitivne PCR kontrole manjša od 5, v 
vzorcu ni zaznati inhibitorjev. Ker smo kit za sintezo cDNK uporabili le pri vzorcih 
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mišičnega tkiva, lahko le tu upoštevamo RTC vrednosti. Pri obeh mišičnih vzorcih so 
vrednosti razlik med RTC in PPC manjše od 5, kar pomeni, da vzorca nista vsebovala 
nečistoč, ki bi zavirale reverzno transkripcijo ali PCR.  
 
Pri vseh šestih vzorcih je bilo izražanje genov zelo nizko. Namreč večina izraženih genov 
se je začela izražati zelo pozno, tj. nekje med 35. in 42. ciklom.  
 
Pred 40. ciklom oz. do vključno 40. cikla pomnoževanja so vsi vzorci izražali gene, ki so 
značilni za progenitorne limbalne celice (Eno1, Msln), mišične matične celice (Cd34), 
nevrone GABA (Gad1), astrocite (Gfap), hepatocite (Alb, Tat) in pljučne celice (Sftpb).  
 
Pred 35. ciklom pomnoževanja je en vzorec mišičnega tkiva izražal gen Nppa, drugi pa 
Tat. Le eden izmed vzorcev tkiva hipokampusa izraža gene Eno1, Rcvrn in Tat pred 35. 
ciklom. Pri tkivu vohalnih betičev pred 35. ciklom oba vzorca izražata gen Tat, le eden pa 
Eno1. Pri mišičnih vzorcih, kjer je bil uporabljen preamplifikacijski kit, je bilo pred 35. 
ciklom izraženih bistveno več genov kot pri ostalih vzorcih. Oba vzorca sta izražala gene 
Cd34, Eno1, Myh11, Ptcra, Rcvrn, Smtn in Tat; geni Cd79a, Gad2, Gata2, Gata6, 
Map3k12, Pgdfra, Runx1 ter Zic1 pa niso bili hkrati izraženi pri obeh vzorcih pred 35. 
ciklom pomnoževanja.  
 
Gena Tat (tirozin aminotransferaza) in Eno1 (enolaza 1) sta bila pri večini vzorcev 
izražena pred 35. ciklom. Gen Tat je primarno izražen v jetrih, gen Eno1 pa je označevalec 
za progenitorne limbalne celice. Oba gena sta bila izolirana tudi iz embrionalnega in 
mišičnega tkiva, Eno1 tudi iz možganskega. Tirozin aminotransferaza med drugim 
sodeluje tudi pri odzivu na oksidativni stres, enolaza 1 pa sodeluje pri celičnem odgovoru 
na kisle komponente. Po smrti začne tkivo razpadati in med drugim nastajajo tudi številne 
kisline in bi to morebiti lahko bil vzrok za izraženost gena Eno1. 
 
Ker je bila izraženost posameznih genov zelo nizka, smo predvidevali, da je vzrok v zelo 
majhni količini uporabljene RNK. Pri vseh vzorcih smo namreč uporabili 66,5 ng 
celokupne RNK. Zato smo poskus ponovili z mišičnima vzorcema, kjer smo uporabili 100 
ng celokupne RNK in nato s kitom še predhodno pomnožili cDNK. V tem primeru je prišlo 
do izražanja bistveno več genov kot pri prvotnem mišičnem vzorcu, vendar pa cikli, pri 
katerih je prišlo do izražanja teh genov, niso bili bistveno nižji v primerjavi z ostalimi 
vzorci. Iz tega lahko sklepamo, da začetna količina RNK oz. cDNK, ki se nanaša na PCR-
mreže, ne vpliva na to, v katerem ciklu bo prišlo do pomnoževanja tarčnega gena. 
Predvidevamo lahko, da je v celicah, ki smo jih dobili iz posmrtnega tkiva, zelo nizko 
izražanje večine preiskovanih genov, ki so značilni za posamezne razvojne stopnje.  
 
 
 
39 
Pleterski A. Pridobitev in karakterizacija celic iz mrtvega tkiva miši.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
 
Pri vseh vzorcih je izraženih kar nekaj splošnih označevalcev pluripotentnosti in 
označevalcev značilnih za progenitorne celice. Ti rezultati kažejo na pluripotentnost 
pridobljenih celic, vendar pa ne moremo zanesljivo potrditi ali so pluripotentne ali ne, saj 
hkrati tudi vsi vzorci izražajo gene značilne za končno diferencirane celice. Obstaja tudi 
možnost, da smo v kulturi imeli heterogene populacije celic. Ker je izolacija RNK potekala 
neposredno v luknjici gojitvene posodice z uporabo celičnega strgala, smo morda hkrati 
lahko izolirali RNK še iz kakšnih ostalih morebitno prisotnih celic (npr. fibroblasti, 
monociti…) in bi na ta način lahko pojasnili izraženost različnih označevalcev. 
 
Ker smo preverjali vpliv hranitve posmrtnega tkiva na pridobitev celic, smo primerjali tudi 
izražanje genov v tkivih vohalnih betičev in hipokampusa, ki so bili hranjeni kot koščki v 
PBS in v intaktnem truplu. V samem številu genov, ki so se izražali pri posameznem 
načinu hranitve in so bili izraženi pri obeh tkivih, ni bilo pomembne razlike. Do razlik pa 
je prišlo v deležu izraženih genov, ki so značilni za končno diferencirane celice oz. za tiste, 
ki imajo širši razvojni potencial. Namreč v tkivu, ki je bilo hranjeno v intaktnem truplu je 
bil večji delež genov, ki ne označujejo še končno diferenciranih celic, kakor v tkivu 
hranjenem v PBS. Shikh Alsook in sod. (2015) navajajo dejstvo, da diferencirane celice 
umrejo v dveh dneh po smrti medtem, ko mezenhimske matične celice preživijo v njihovi 
tkivni hipoksični niši v stanju mirovanja ali dormance tako, da se prilagodijo na nizek nivo 
kisika, upočasnijo metabolizem in deaktivirajo transkripcijo. Anoksija in pomanjkanje 
hranil pa sodelujeta v pozitivni selekciji bolj robustnih in nediferenciranih matičnih celic. 
To bi morda lahko bil tudi razlog, zakaj je v tkivu, ki je bilo hranjeno v intaktnem truplu 
večji delež  genov značilnih za nediferencirane celice.  
 
Nanog je bil edini splošni označevalec pluripotentnosti, ki je bil izražen pri vseh vzorcih. 
Ta prepisovalni dejavnik je povezan s proliferacijo embrionalnih matičnih celic, 
obnavljanjem in pluripotentnostjo. Ker je tudi njegovo izražanje bilo relativno pozno (med 
36. in 41. ciklom), ne moremo zagotovo trditi, da so pridobljene celice pluripotentne, kot 
tudi ne moremo ovreči te domneve.  
 
Iz rezultatov pridobljenih iz analize izražanja genov ne moremo zagotovo trditi, ali so 
pridobljene celice pluripotentne ali ne, kajti izražajo se tako geni za končno diferencirane 
celice kot za progenitorne in ni tipičnega vzorca izraženosti. Večina genov je izraženih šele 
v zadnjih ciklih, kar lahko pomeni zelo nizko izražanje ali pa nespecifično izražanje 
preiskovanih genov.  
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6 SKLEPI 
 
V naši raziskavi smo uspeli dokazati, da smrt organizma ne pomeni tudi smrti vseh celic v 
roku nekaj ur, ampak lahko nekatere celice preživijo tudi daljše časovno obdobje. Najdaljši 
čas preživetja mišjih celic je bil 6 dni po smrti, in sicer pri mišičnem tkivu in tkivu 
hipokampusa.  
 
Ugotovili smo, da ima temperatura shranitve trupla oziroma tkiva bistven vpliv na 
preživetje celic v tkivu po smrti. Vsi vzorci tkiva, kjer smo pridobili celice, so bili 
shranjeni na temperaturi 4°C, medtem ko pri vzorcih shranjenih na sobni temperaturi rast 
celic ni bila prisotna.  
 
Hipoteze, da so celice, ki preživijo več dni po smrti podobne matičnim celicam, ne 
moremo potrditi, kot tudi ne popolnoma ovreči. Namreč PCR v realnem času je pokazal 
izražanje tako genov značilnih za progenitorne celice kot tudi za končno diferencirane. 
Med izražanjem posameznih genov ni bilo bistvenih razlik, večinoma se je izražanje vseh 
začelo v zadnjih ciklih, kar lahko kaže na nizko izraženost teh genov v celicah ali pa je 
izražanje nespecifično.  
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7 POVZETEK 
 
Zaradi omejenega števila matičnih celic, ki so uporabne za različne raziskave in 
regenerativno medicino, obstaja zanimanje za pridobivanje tkivno specifičnih matičnih 
celic iz različnih posameznikov. Te celice se običajno izolirajo iz tkiva, odvzetega pri 
biopsijah, zato je njihovo število zelo omejeno. Prav zaradi tega narašča interes za izolacijo 
teh celic iz posmrtnega tkiva. Seveda pa tu obstaja še veliko različnih tveganj, omejitev in 
težav, predvsem pa je le malo znanega kaj se dogaja s posameznimi celicami po smrti 
organizma. V naši raziskavi smo preverili vpliv temperature, način shranitve tkiva, vpliv 
različnih tkiv in čas po smrti na rast celic v celičnem rastnem mediju.  
 
Večino časa smo posvetili optimizaciji rastnih pogojev, preverili smo različne rastne 
medije in način nasaditve. Najboljšo rast celic smo opazili pri rastnem mediju z 20 % FBS-
om in pri neposredni nasaditvi celih koščkov tkiva v medij. 
 
Rast celic je bila opažena le pri tkivu, ki je bilo predhodno hranjeno pri temperaturi 4°C, 
način shranitve tkiva ni bistveno vplival na rast, saj smo celice lahko opazili tako pri tkivu, 
ki je bilo hranjeno v intaktnem truplu, kot tudi tam kjer so bili koščki tkiva shranjeni v 
PBS. Pomembno vlogo igra tudi čas od smrti do nasaditve v rastni medij. Število vzorcev, 
kjer smo dobili celice, se s časom zmanjšuje. Rast celic pa močno variira tudi med 
posameznimi tkivi. Največkrat je bila rast celic opažena pri vzorcih tkiva vohalnih betičev, 
sledita tkivo hipokampusa in mišično tkivo, pri maščobnem tkivu pa je bilo število vzorcev 
kot tudi prisotnih celic v vzorcih zelo nizko.  
 
Iz vzorcev, kjer je bilo dovolj celic, smo izolirali RNK. Za nadaljnjo analizo z RT-qPCR 
smo izbrali po dva vzorca tkiva vohalnih betičev, hipokampusa in mišičnega tkiva. S PCR-
mrežami, ki so namenjene identifikaciji mišje celične linije, smo želeli preveriti ali so 
pridobljene celice podobne matičnim celicam. Analiza izražanja genov ni pokazala 
tipičnega vzorca izražanja. Geni, ki so se izražali, spadajo tako med označevalce končno 
diferenciranih celic, kot tudi med celice s širšim razvojnim potencialom. Vsi izraženi geni 
so se začeli izražati relativno pozno, tj. v zadnjih ciklih. Prav zaradi nespecifičnosti oz. 
nizkega izražanja genov, ne moremo potrditi pluripotentnosti matičnih celic. 
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PRILOGA A 
 
Seznam preiskovanih genov na  PCR-mreži »Mouse Cell Lineage Identification RT² 
Profiler™ PCR Array« 
 
Okrajšava   Ime gena 
Alb Albumin 
Apoh Apolipoprotein H 
Aqp1 Aquaporin 1 
Bmp4 Bone morphogenetic protein 4 
Ccr5 Chemokine (C-C motif) receptor 5 
Cd34 CD34 antigen 
Cd3e CD3 antigen, epsilon polypeptide 
Cd79a CD79A antigen (immunoglobulin-associated alpha) 
Chat Choline acetyltransferase 
Col10a1 Collagen, type X, alpha 1 
Comp Cartilage oligomeric matrix protein 
Cpa1 Carboxypeptidase A1 
Ctsk Cathepsin K 
Dcn Decorin 
Dcx Doublecortin 
Dnmt3b DNA methyltransferase 3B 
Dpp4 Dipeptidylpeptidase 4 
Eno1 Enolase 1, alpha non-neuron 
Fabp7 Fatty acid binding protein 7, brain 
Fgf5 Fibroblast growth factor 5 
Foxa1 Forkhead box A1 
Foxd3 Forkhead box D3 
Foxg1 Forkhead box G1 
G6pc Glucose-6-phosphatase, catalytic 
Gad1 Glutamic acid decarboxylase 1 
Gad2 Glutamic acid decarboxylase 2 
Galc Galactosylceramidase 
Gata1 GATA binding protein 1 
Gata2 GATA binding protein 2 
Gata6 GATA binding protein 6 
Gbx2 Gastrulation brain homeobox 2 
Gdf3 Growth differentiation factor 3 
Gfap Glial fibrillary acidic protein 
Hand1 Heart and neural crest derivatives expressed transcript 1 
Hand2 Heart and neural crest derivatives expressed transcript 2 
 se nadaljuje 
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nadaljevanje priloge A 
Hes5 Hairy and enhancer of split 5 (Drosophila) 
Hnf4a Hepatic nuclear factor 4, alpha 
Ibsp Integrin binding sialoprotein 
Igf2 Insulin-like growth factor 2 
Ins2 Insulin II 
Itgb4 Integrin beta 4 
Krt10 Keratin 10 
Krt14 Keratin 14 
Krt19 Keratin 19 
Lefty1 Left right determination factor 1 
Map3k12 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 12 
Miox Myo-inositol oxygenase 
Mixl1 Mix1 homeobox-like 1 (Xenopus laevis) 
Msln Mesothelin 
Myh1 Myosin, heavy polypeptide 1, skeletal muscle, adult 
Myh11 Myosin, heavy polypeptide 11, smooth muscle 
Myh7 Myosin, heavy polypeptide 7, cardiac muscle, beta 
Myl3 Myosin, light polypeptide 3 
Nanog Nanog homeobox 
Neurod1 Neurogenic differentiation 1 
Neurog2 Neurogenin 2 
Nkx2-2 NK2 transcription factor related, locus 2 (Drosophila) 
Nppa Natriuretic peptide type A 
Olig2 Oligodendrocyte transcription factor 2 
Otx2 Orthodenticle homolog 2 (Drosophila) 
Pdgfra Platelet derived growth factor receptor, alpha polypeptide 
Podxl Podocalyxin-like 
Pou4f2 POU domain, class 4, transcription factor 2 
Pou5f1 POU domain, class 5, transcription factor 1 
Prom1 Prominin 1 
Ptcra Pre T-cell antigen receptor alpha 
Rcvrn Recoverin 
Runx1 Runt related transcription factor 1 
Ryr2 Ryanodine receptor 2, cardiac 
Sftpb Surfactant associated protein B 
Sftpd Surfactant associated protein D 
Slc17a6 
Solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), 
member 6 
Slc17a7 
Solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic phosphate cotransporter), 
member 7 
Slc2a2 Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 2 
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nadaljevanje priloge A 
Slc32a1 Solute carrier family 32 (GABA vesicular transporter), member 1 
Smtn Smoothelin 
Sox17 SRY-box containing gene 17 
Sox2 SRY-box containing gene 2 
Sox7 SRY-box containing gene 7 
T Brachyury 
Tat Tyrosine aminotransferase 
Tyr Tyrosinase 
Zfp42 Zinc finger protein 42 
Zic1 Zinc finger protein of the cerebellum 1 
Actb Actin, beta 
B2m Beta-2 microglobulin 
Gapdh Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
Gusb Glucuronidase, beta 
Hsp90ab1 Heat shock protein 90 alpha (cytosolic), class B member 1 
MGDC Mouse Genomic DNA Contamination 
RTC Reverse Transcription Control 
RTC Reverse Transcription Control 
RTC Reverse Transcription Control 
PPC Positive PCR Control 
PPC Positive PCR Control 
PPC Positive PCR Control 
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PRILOGA B 
 
Ct vrednosti dobljene pri RT-qPCR za vse preiskovane vzorce 
 
 
Gen 
Mišica 
(koščki 
v PBS)  
Mišica 
(koščki 
v PBS) 
Mišica 
(preamp. 
kit)  
Mišica 
(preamp. 
kit)  
Vohalni 
betiči 
(koščki 
v PBS) 
Vohalni 
betiči 
(intaktno 
truplo) 
Hipokampus 
(koščki v 
PBS) 
Hipokampus 
(intaktno 
truplo) 
Alb 37.9 38.11 37.41 36.71 38.20 38.92 37.71 38.53 
Apoh - - - 31.71 - - - - 
Aqp1 - - 42.41 41.37 - - 41.07 - 
Bmp4 - - - - - - - - 
Ccr5 - - 41.97 - - - - - 
Cd34 39.98 39.20 33.73 31.98 39.13 40.74 40.55 38.48 
Cd3e - - 44.10 36.50 - - - - 
Cd79a - 41.80 40.56 32.63 41.58 40.67 42.61 43.18 
Chat - - - - - - - - 
Col10a1 - - 39.06 40.52 - 35.41 43.59 - 
Comp - - 42.66 31.64 41.58 - - - 
Cpa1 - - 42.41 44.27 41.72 - 42.46 - 
Ctsk - - - 28.58 - - - - 
Dcn 42.91 42.25 40.65 33.34 - - 42.63 - 
Dcx - - - - - - - - 
Dnmt3b 42.17 39.26 36.24 38.91 - 39.25 43.36 44.30 
Dpp4 42.93 37.73 35.05 35.22 40.91 39.45 39.29 42.07 
Eno1 36.49 36.04 32.18 27.98 36.46 34.61 36.31 35.57 
Fabp7 43.49 - - 41.81 - - - 42.26 
Fgf5 - 40.66 39.42 39.18 - - - - 
Foxa1 - - - - - - 42.14 - 
Foxd3 - - 41.22 42.55 42.96 - 43.84 42.23 
Foxg1 - 43.20 39.70 39.18 - - - - 
G6pc 41.81 40.91 40.32 39.81 41.81 38.42 43.36 41.40 
Gad1 38.51 40.08 36.87 37.12 38.98 37.97 39.53 40.01 
Gad2 41.19 40.32 34.95 37.09 40.38 39.83 40.53 40.41 
Galc - - - 30.56 - 44.32 - - 
Gata1 43.25 43.46 41.43 41.02 42.37 - - - 
Gata2 - - 41.42 31.35 - - - - 
Gata6 - - 42.05 31.58 - - 43.45 37.32 
Gbx2 - - 40.53 - - - 43.13 - 
Gdf3 - - 43.57 42.05 - - - - 
Gfap 40.5 39.37 38.55 38.52 40.20 40.51 39.69 39.62 
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nadaljevanje priloge B 
Hand1 - - 40.48 - - - - 41.39 
Hand2 - - 42.52 - 42.54 - - - 
Hes5 - - 39.65 37.15 43.72 - 42.75 43.78 
Hnf4a - 43.86 42.23 40.85 - - 43.93 - 
Ibsp - - 41.46 - - - - - 
Igf2 42.56 38.47 41.67 38.21 - 40.66 - 42.03 
Ins2 - - 41.54 42.16 42.71 42.67 - - 
Itgb4 - - 39.63 41.89 - - - - 
Krt10 - - 39.03 41.07 - 44.11 - - 
Krt14 43.45 - 37.72 37.57 41.17 44.31 40.64 44.36 
Krt19 - - 39.79 41.68 - - - 43.46 
Lefty1 - - - - - - - - 
Map3k12 43.8 - - 33.93 - - - 43.55 
Miox 40.7 - 38.45 37.27 - - - 41.37 
Mixl1 - - 41.81 42.36 - - 43.96 - 
Msln 38.36 40.19 36.61 37.13 38.97 40.65 39.21 39.10 
Myh1 - - - - - - - - 
Myh11 40.65 40.09 35.87 27.70 43.07 43.11 42.28 40.81 
Myh7 - - 39.52 40.19 - - - - 
Myl3 - 42.68 39.07 38.94 42.98 - - - 
Nanog 36.62 38.65 38.93 41.43 39.68 37.79 42.46 39.54 
Neurod1 - - - - - - - - 
Neurog2 - - - 42.26 - - - - 
Nkx2-2 - - - 41.71 - - - - 
Nppa 35.33 - 43.73 42.37 - - - - 
Olig2 - - 36.81 38.98 42.66 - - 44.13 
Otx2 - 43.04 40.74 40.89 - - 43.23 43.75 
Pdgfra - 42.85 - 28.88 - - - - 
Podxl 44.2 41.55 37.08 38.00 41.53 44.05 - 40.87 
Pou4f2 38.16 41.96 39.01 36.52 39.77 42.00 41.77 - 
Pou5f1 43.63 43.70 39.85 41.07 - - 43.19 41.96 
Prom1 - - - - - - - - 
Ptcra 40.96 39.23 35.29 34.73 40.46 40.22 41.52 40.73 
Rcvrn 41.04 40.42 33.67 35.62 41.65 40.65 39.45 34.96 
Runx1 - 39.15 37.08 29.84 38.38 43.99 41.34 38.27 
Ryr2 - 41.78 37.84 36.35 41.27 36.14 43.08 41.33 
Sftpb 40.41 39.96 37.84 37.03 37.44 40.99 38.37 38.34 
Sftpd - - 38.81 39.82 43.62 - - - 
Slc17a6 37.7 - 43.37 - - - - - 
Slc17a7 - - 42.66 40.55 - 43.89 - - 
se nadaljuje 
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nadaljevanje priloge B 
Slc2a2 - - 42.92 42.03 - 43.20 - - 
Slc32a1 - 35.93 39.88 38.37 - - - - 
Smtn - 42.36 33.46 33.83 - 41.74 41.14 39.80 
Sox17 - 43.66 41.76 40.57 44.15 42.15 - 43.79 
Sox2 - - 39.90 42.73 - 37.12 - - 
Sox7 40.72 41.46 35.92 41.59 43.99 40.54 39.36 42.11 
T - 40.57 39.64 36.22 - 42.28 36.07 43.73 
Tat 36.12 35.30 33.79 33.84 35.87 35.11 36.52 35.56 
Tyr - - 39.65 37.49 42.86 - 43.48 - 
Zfp42 42.04 - 41.11 42.46 - - 43.86 - 
Zic1 42.66 42.73 38.61 33.45 41.00 42.83 40.49 41.80 
Actb - 35.47 30.69 24.19 43.07 41.93 - 36.51 
B2m 42.28 40.63 34.00 29.73 40.73 40.89 37.65 34.80 
Gapdh - - 31.44 26.81 - - - - 
Gusb 43.85 41.67 37.93 30.73 - - 36.62 41.84 
Hsp90ab1 43.07 38.61 34.75 20.07 40.24 41.55 41.31 35.80 
MGDC - - 39.71 40.70 - - - - 
RTC - - 21.57 21.89 43.24 42.58 43.63 43.43 
RTC - - 21.56 21.86 43.32 - 43.48 41.26 
RTC - - 21.55 21.92 - - 39.22 - 
PPC 21.85 22.40 20.07 20.09 22.31 22.25 21.92 21.83 
PPC 22.83 22.22 20.08 20.12 22.52 22.26 21.74 22.00 
PPC 37.1 22.29 20.05 19.94 22.19 22.18 21.94 21.86 
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PRILOGA C 
 
Razvrstitev preiskovanih genov glede na razvojno stopnjo celic 
 
 
Označevalci pluripotentnih celic: 
Dnmt3b, Gdf3 (Vgr-2), Lefty1, Nanog, Podxl, Pou5f1 (Oct4), Zfp42. 
 
Označevalci celic zarodnih plasti: 
Ektoderm: Fgf5, Foxd3, Otx2, Zic1. 
Nevroektoderm: Gbx2, Neurog2. 
Mezoderm: Bmp4, Cd34, Dcn, Gata2, Hand1, Igf2, Mixl1, Pdgfra, Runx1 (Aml1), T 
(Brachyury). 
Endoderm: Foxa1, Gata1, Gata6, Hnf4A, Sox17, Sox7. 
 
Označevalci progenitornih celic: 
Ektoderm: 
Živčna celica: Fabp7, Hes5, Prom1, Sox2. 
Nezreli nevron: Dcx. 
Nezreli GABA nevron: Gad2, Slc32a1. 
Progenitorna limbalna celica: Eno1, Msln. 
Progenitor motor nevrona: Foxg1, Olig2. 
Progenitorna oligodendrocitna celica: Nkx2-2, Olig2. 
Mezoderm: 
Zgodnji kardiomiocit: Hand2. 
Zgodnja B celica: Cd79a. 
Zgodnja T celica: Cd3e, Ptcra. 
Mišična matična celica: Cd34. 
Endoderm: 
Celica pankreasnih otokov: Krt19. 
Jetrna matična celica: Apoh, Dpp4, Map3k12. 
 
Označevalci končno diferenciranih celic: 
Ektoderm: 
Keratinocit: Krt10, Krt14. 
Melanocit: Tyr. 
Zreli nevron: Neurod1. 
Holinergični nevron: Chat. 
GABA Nevron: Gad1. 
Glutamatni nevron: Slc17a6, Slc17a7. 
Astrocit: Galc, Gfap. 
Ganglijska celica: Pou4f2. 
Fotoreceptorska celica: Rcvrn. 
Mezoderm: 
Skeletna mišična celica: Myh1. 
Gladka mišična celica: Myh11, Smtn. 
Kardiomiocit : Myl3, Myh7, Nppa, Ryr2. 
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Osteoblast: Ibsp. 
Osteoklast: Ctsk. 
Hondrocit: Col10a1, Comp. 
Makrofag: Ccr5. 
Endoderm: 
Hepatocit: Alb, G6pc, Tat. 
Celica žolčnega kanala: Itgb4. 
Beta celica: Ins2, Slc2a2. 
Eksokrina celica: Cpa1. 
Pljučna celica: Sftpb, Sftpd. 
Celica proksimalnega tubula: Aqp1, Miox. 
 
 
 
 
